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SOMMAIRE 
Cet ouvrage porte sur la conception, la synthèse, les propriétés physico-chimiques et les propriétés 
pharmacologiques de peptides analogues de la Leu enképhaline. Ces travaux ont été effectués dans une 
collaboration entre les laboratoires des Pr Yves Dory et Louis Gendron. Le but à long terme de cette 
recherche est de développer des analgésiques (antidouleurs) basés sur le squelette de la Leu 
enképhaline, mais possédant une action orale. Bien sûr, par ces recherches, la compréhension des 
interactions intermoléculaires entre la Leu enképhaline et sa cible biologique (le récepteur 
opioïdergique delta; DOP) a pu être améliorée. Les informations recueillies par ces travaux pourront 
être d‟une utilité notoire dans le développement futur d‟analgésiques. Trois articles originaux sont 
insérés dans cet ouvrage (chapitres 1 et 3). 
 
Une introduction détaillée sur l‟état des connaissances sur les analgésiques, plus particulièrement des 
peptides opioïdes, est présentée en premier lieu. 
 
Le chapitre 1 présente une série d‟analogues d‟enképhalines obtenus par remplacement systématique 
des amides par des alcènes. La deuxième section de ce chapitre présente une amélioration portée à la 
synthèse de ces analogues (réaction de déconjugaison cinétique). 
 
Aux chapitres 2 et 3 sont présentés d‟autres analogues d‟enképhalines obtenus par remplacement 
systématique des amides. Le chapitre 2 comporte les remplacements de type ester et N-méthyl amide. 
Le chapitre 3 comporte le remplacement de type triazole, obtenu par chimie de type « click ».  
 
Le chapitre 4 comporte des analogues de la Leu enképhaline obtenus par modification des chaînes 
latérales du peptide. Les chaînes des acides aminés 2 et 5 ont été modifiées pour obtenir des peptides 
plus sélectifs pour DOP, ainsi que pour avoir la possibilité de marquer le peptide avec un atome 
radioactif. L‟annexe 5 relate la synthèse du SB-235863. Ce composé est un agoniste sélectif de DOP 
dérivé de la codéine.   
 
Mots clés : Leu enképhaline, peptidomimétiques, isostères de dipeptides, peptides opioïdes, recepteur 
opioïdergique delta. 
 iv 
REMERCIEMENTS 
 
J‟ai beaucoup apprécié mon temps passé au laboratoire à effectuer les recherches présentées dans cet 
ouvrage. L‟environnement, la liberté d‟esprit et surtout les membres du laboratoire y sont pour quelque 
chose. 
 
Premièrement, j‟aimerais remercier le professeur Yves Dory pour sa supervision présente et motivante, 
sans jamais être contraignante. Sa créativité me fascine encore aujourd‟hui et son écoute m‟a été d‟un 
grand réconfort. J‟ai particulièrement apprécié sa confiance et la liberté d‟action qu‟il m‟a donnée. Je 
dois souligner la supervision du professeur Louis Gendron, mon codirecteur, qui m‟a permis 
d‟envisager mes travaux et mon développement en tant que scientifique avec la rigueur dont j‟avais 
besoin. La patience et la vision de la chimie de Louis font que cette collaboration a porté ses fruits.   
 
Les travaux présentés ici n‟auraient pas été complets sans l‟aide de nombreux étudiants qui ont 
collaboré avec moi sur le projet. Je dois une fière chandelle à Kristina Rochon, Véronique Bournival et 
leurs stagiaires qui ont effectué l‟ensemble des tests pharmacologiques de ce projet. Sans leur aide 
précieuse, l‟impact de mes synthèses aurait été vain. J‟ai particulièrement apprécié interagir avec Jean-
François Nadon et Guillaume Langlois. Leurs contacts m‟ont permis de partager mes connaissances sur 
les opioïdes et aussi de pouvoir philosopher sur bien d‟autres choses encore. Je veux aussi souligner 
l‟apport de la professeure Brigitte Guérin au projet. 
 
La recherche en laboratoire, c‟est quelque chose qu‟on partage. L‟ambiance du laboratoire Dory a 
toujours été enjouée et accueillante. Je tiens à remercier mes nombreux collègues de laboratoire pour 
cela : Sylvain Bernard, Pierre Baillargeon, Sadia Soumaré, Philippe Moussette, Sophie Beauchemin, 
Audrey Bonin, Nicolas Chevalier, Thi Than Hâ Dao, Thomas Marmin et Jean-Louis Beaudeau. Je sais 
que je ne suis pas le collègue qui prend le moins d‟espace par mes goûts musicaux ou mon humeur et je 
les remercie de leur compréhension.  
 
Avec mes études, j‟ai eu la chance d‟enseigner et aussi de superviser plusieurs stagiaires que j‟aimerais 
remercier. Ils m‟en ont surement appris autant que je leur en ai appris : Dominique Bella NDong, 
Phillippe Bourassa, Alexis Lator, Nadia Morisette, Frédéric St-Jean et Richard Chamberland. 
 v 
 
L‟interaction avec les membres du laboratoire Gendron m‟a permis d‟en apprendre sur la 
pharmacologie, mais aussi sur moi-même. Je tiens à remercier : Hélène Beaudry, Valérie Otis, Dave 
Dubois, Julie Desroches, Alexandre Parent, Audrey Normandin, Étienne St-Louis, Sébastien Grastilleur 
et Khaled Abdallah.  
 
Cet ouvrage comporte l‟ensemble de mon activité académique des cinq dernières années. C'est un 
honneur pour moi de le partager avec les membres de mon jury. Je tiens à remercier Éric Marsault, 
Armand Soldera et David Perrin pour toute l'attention portée au processus de correction. 
 
Étudier à l‟IPS, ça se fait dans un cadre stimulant. Je tiens à remercier l‟ensemble des membres des 
laboratoires Deslonchamps, Marsault et Day pour leur camaraderie. Merci à Pierre-Yves Caron, Hugo 
Tremblay, Daniel Defoy, Phyla Kay et l‟intemporel Pierre Soucy. 
 
Pour effectuer nos recherches, ça prend les bonnes ressources. Je tiens à saluer l‟aide des professionnels 
suivants : Marie-Reine Lefebvre (synthèse peptidique), Normand Pothier (RMN), Gaston Boulay et 
René Gagnon (MS), Philip Richter (informatique). Je tiens aussi à souligner le support administratif 
d‟Annie Robert et de Francine Brodeur aux achats, ainsi que de Solange Thériault et de Sylvie Carrier 
au secrétariat. Pour leur support avec mes charges de cours, je tiens à remercier Jean-Marc Chapuzet et 
le Pr Guillaume Bélanger.   
 
Pour leur soutien financier, sous forme de bourses, merci à l‟IPS et au FRSQ. Je dois aussi remercier 
l‟apport financier du CRSNG et des IRSC au projet des enképhalines. 
 
Je n‟aurais pas pu effectuer cet ouvrage sans le soutien de ma famille, de ma belle-famille et de mes 
amis. Mes parents Jean-Pierre et Nicole ainsi que ma sœur Maude m‟ont toujours encouragé dans mes 
recherches. Je salue aussi au passage mes amis Alexandre, Thomas et Sarah. Finalement, je tiens à 
souligner le soutien moral et l‟écoute de ma copine Marie-Pier avec qui j‟ai pu partager les misères et 
les bonheurs inhérents à l‟écriture et surtout à la correction de cet ouvrage.  
 vi 
TABLE DES MATIÈRES 
 
SOMMAIRE ............................................................................................................................................ III 
REMERCIEMENTS ................................................................................................................................ IV 
TABLE DES MATIERES ....................................................................................................................... VI 
LISTE DES ABREVIATIONS ................................................................................................................ IX 
LISTE DES TABLEAUX ...................................................................................................................... XV 
LISTE DES FIGURES .......................................................................................................................... XVI 
LISTE DES SCHEMAS......................................................................................................................... XX 
INTRODUCTION ...................................................................................................................................... 1 
I.1 La douleur .................................................................................................................................... 2 
I.1.1. Douleur chronique .......................................................................................................... 3 
I.1.2. Les analgésiques ............................................................................................................ 4 
I.2 Les récepteurs aux opioïdes ......................................................................................................... 6 
I.2.1. Les effets secondaires des opioïdes ............................................................................. 11 
I.2.2. L’activation sélective du récepteur opioïdergique delta .............................................. 14 
I.3 Les types d’opioïdes .................................................................................................................. 15 
I.3.1. Les peptides opioïdes ................................................................................................... 21 
I.3.2. La peptidomimétique ................................................................................................... 25 
I.3.3. Les analogues d’enképhalines ...................................................................................... 30 
I.3.4. Peptides opioïdes : développements récents ................................................................ 37 
I.3.5. Le concept message-adresse ........................................................................................ 39 
I.3.6. La structure tridimensionnelle des récepteurs aux opioïdes ........................................ 46 
I.4 Le développement de composés peptidiques actifs au CNS ..................................................... 54 
I.4.1. Description des stratégies de synthèse ......................................................................... 54 
I.4.2. Description des tests pharmacologiques de l’ouvrage (pharmacodynamique) ............ 55 
I.4.3. Profils physico-chimiques et pharmacocinétiques ....................................................... 59 
CHAPITRE 1 : LES ANALOGUES ALCENES ..................................................................................... 62 
1.1. Introduction .............................................................................................................................. 62 
1.2 Exploring the backbone of enkephalins to adjust their pharmacological profile for the δ-opioid 
receptor, article publié dans ACS Chemical Neuroscience, 2010, 1, 757-769. .............................. 66 
 vii 
1.2.1. Discussion et résultats supplémentaires sur les analogues alcènes ............................. 93 
1.3 Kinetic deconjugation: a gateway to the synthesis of Xxx-Gly (E)-alkene dipeptide isosteres, 
article publié dans Tetrahedron Letters, 2011, 52, 6603-6605. .................................................... 101 
1.3.1. Discussion et résultats supplémentaires liés à la déconjugaison cinétique ............... 113 
CHAPITRE 2 : LES ANALOGUES ESTERS ET N-METHYL AMIDES .......................................... 117 
2.1. Introduction ............................................................................................................................ 117 
2.2. Synthèse des analogues .......................................................................................................... 123 
2.2.1. Synthèse des esters .................................................................................................... 125 
2.2.2. Synthèse des N-méthyl amides .................................................................................. 128 
2.3. Résultats pharmacologiques .................................................................................................. 132 
2.3.1. Résultats pharmacodynamiques ................................................................................ 132 
2.3.2. Propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques ............................................... 134 
CHAPITRE 3 : LES ANALOGUES TRIAZOLES ............................................................................... 142 
3.1. Introduction ............................................................................................................................ 142 
3.2 Systematic replacement of amides by 1,4-disubstituted[1,2,3]triazoles in Leu-enkephalin and 
the impact on the Delta opioid receptor activity, Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 
2013, 23, 5267-5269. .................................................................................................................... 145 
3.2.1. Discussion et résultats supplémentaires sur les analogues triazoles ......................... 154 
CHAPITRE 4 : MODIFICATIONS SUR LES CHAINES LATERALES............................................ 158 
4.1. Introduction ............................................................................................................................ 158 
4.2. Exploration du 5
e
 résidu des enképhalines et de dialkyl glycines ......................................... 167 
4.2.1. Synthèse des analogues comportant un acide aminé hydrophobe ............................. 171 
4.2.2. Résultats pharmacologiques ...................................................................................... 175 
4.3. Marquage de la Leu enképhaline au 
11
C ................................................................................ 182 
4.3.1. Synthèse des analogues comportant un thioéther ...................................................... 184 
4.3.2. Résultats pharmacologiques et propriétés des analogues .......................................... 189 
CONCLUSION GENERALE ................................................................................................................ 196 
PARTIE EXPERIMENTALE ................................................................................................................ 200 
Remarques générales .................................................................................................................... 200 
ANNEXE A : PARTIE EXPÉRIMENTALE ........................................................................................ 202 
Modes opératoires (en anglais) ..................................................................................................... 203 
REFERENCES ET NOTES ................................................................................................................... 258 
 viii 
ANNEXE 1 : SPECTRES DE RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DES PROTONS........ 272 
ANNEXE 2 : PARTIE EXPERIMENTALE ET SPECTRES DE RESONANCE MAGNETIQUE 
NUCLEAIRE DES PROTONS POUR CHAPITRE 1 (COMPOSES A1-A29) ................................... 341 
ANNEXE 3 : PARTIE EXPERIMENTALE ET SPECTRES DE RESONANCE MAGNETIQUE 
NUCLEAIRE DES PROTONS POUR CHAPITRE 1 (COMPOSÉS B1-B14) .................................... 373 
ANNEXE 4 : PARTIE EXPERIMENTALE ET SPECTRES DE RESONANCE MAGNETIQUE 
NUCLEAIRE DES PROTONS POUR CHAPITRE 3 (COMPOSÉS C1-C17) .................................... 386 
ANNEXE 5 : SYNTHESE DE SB-235863, UN AGONISTE SELECTIF DOP DE TYPE 
MORPHINIQUE. ................................................................................................................................... 410 
 ix 
LISTE DES ABRÉVIATIONS 
 
α-Me α-Méthyl leucine 
β-FNA Betafulnaltrexamine 
δ Déplacement chimique (en ppm) en spectrométrie de résonance magnétique 
nucléaire 
6-311G(d,p) Base utilisée en modélisation moléculaire 
a.a. acide aminé 
Ac Acétyle 
AC Cyclopropyl alanine 
ACB Cyclobutyl alanine 
ACN Acétonitrile 
ADN  Acide désoxyribonucléique 
AINS Anti inflammatoire non stéroïdiens 
Ala Alanine 
allo-Ile Allo isoleucine 
Arg Arginine 
Asn Asparagine 
Asp Acide aspartique 
AUC Aire sous la courbe (Area under the curve) 
Aza Azabetahomo leucine 
Boc t-Butoxycarbonyle 
Bu Butyle 
Bn Benzyle 
BUBU Tyr-D-Ser(tBu)-Gly-Phe-Leu-Thr(tBu) 
Bz Benzoyle 
C-18 Colonne de HPLC qui comporte des chaînes carbonées de 18 atomes 
CCM Chromatographie sur couche mince  
CH3-ADI Isostère de dipeptide de type alcène (E) substitué d‟un méthyle 
Cha Cyclohexyl alanine 
Chg Cyclohexyl glycine 
 x 
CFA Adjuvant complet de Freund 
ClogP Log P calculé 
CNS Système nerveux central 
CSNH Thioamide 
COMU Hexafluorophosphate de (1-Cyano-2-éthoxy-2-oxoéthylidenaminooxy) 
diméthylamino-morpholino-carbénium  
Ctr Contrôle 
Cy-Leu Cyclo leucine 
Cys Cystéine 
d Doublet 
dd Doublet de doublets 
DADLE D-Ala
2
 D-Leu
5
 enképhaline 
DALDA Tyr-Arg-Phe-Lys-NH2 
DAMGO D-Ala
2
 N-Me-Phe
4
 glycérol
5
 enképhaline 
DAMME D-Ala
2
 N-Me-Phe
4
 oxyde de méthioninol
5
 enképhaline 
DBnG Dibenzyl glycine 
DCE Dichloroéthane 
DCDCE D-Cys
2
 D-Cys
5
 enképhaline (les cystéines font un lien S-S entre elles) 
DCM Dichlorométhane 
DH 4,5 Déhydro leucine 
DIAD Diisopropyl azodicarboxylate 
DIBAL Hydrure de diisobutylaluminium  
DiBuG Diisobutyl glycine 
DIC Diisopropylcarbodiimide 
DIPEA Diisopropyléthylamine 
Dlt II Deltorphine II 
DMAP 4-(Diméthylamino) pyridine 
DMF N,N-Diméthylformamide 
DMPU 1,3-Diméthyl-3,4,5,6-tétrahydro-2(1H)-pyrimidinone 
DMSO Diméthylsulfoxyde 
DOP Récepteur aux opioïdes delta 
DPDPE D-Pen
2
 D-Pen
5
 enképhaline (les pénicilamines font un lien S-S entre elles) 
 xi 
DPG Dipropyl glycine 
DRG Glanglions dorsaux rachidiens 
DSLET Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr 
EADI Isostère de dipeptide de type alcène trans 
EC50 Concentration à laquelle on atteint 50% de l‟efficacité maximale 
ECL Boucle extracellulaire 
EDT Éthane dithiol 
ERK Kinase extracellulaire régulé par le signal (même chose que MAPK). 
ERK1/2 L‟enzyme ERK1 et l‟enzyme ERK2 ensemble. 
ESI-MS Spectrométrie de masse à ionisation par électronébuliseur (ElectroSpray Ionization) 
Et Éthyle 
EtG Éthyl glycine 
Fmoc Fluorénylméthyloxycarbonyle 
GABA Acide γ-aminobutyrique 
GDP Guanine diphosphate 
GFP Protéine fluorescente verte 
Gln Glutamine 
Glu Acide glutamique 
Gly Glycine 
GNTI 6-Guaninenaltrindole 
GPCR Récepteur couplé aux protéines G 
GPI Essai pharmacologie sur iléon de cobaye (guinea pig illeum) 
GTP Guanine triphosphate 
HATU Hexafluorophosphate de O-(7-Azabenzotriazol-1-yl) N,N,N’,N‟-
tétraméthyluronium  
HC Homocyclo leucine 
HF Hartree-Fock 
His Histidine 
HMPA Hexaméthylphosphoramide 
HOBt Hydroxybenzotriazole 
hleu Homo leucine 
hpro Homo proline 
 xii 
HPLC Chromatographie liquide à haute performance 
HPLC-MS Chromatographie liquide à haute performance couplée à un spectromètre de masse 
HRMS Spectrométrie de masse de haute résolution 
IASP Internationnal association for the study of pain 
IC50 Concentration à laquelle on atteint 50% d‟inhibition maximale 
Ile Isoleucine 
iPr iso-Propyle 
IR Infrarouge 
J Constante de couplage 
Ki Concentration pour laquelle 50% des récepteurs sont occupés 
KOP Récepteur aux opioïdes kappa 
LDA Diisopropylamidure de lithium 
Leu Leucine 
LogD7.4 LogP effectué avec un tampon à pH = 7.4 
LogP Logarithme du coefficient de partition octanol/eau 
LRMS Spectre de masse basse résolution 
Lys Lysine 
m Multiplet 
M
+
 Ion moléculaire 
MALDI Désorption-ionisation laser assistée par matrice 
MAPK Protéine kinase activé par les mitogènes (même chose que ERK) 
Me Méthyle 
MEC Méthyl éthyl cétone 
Met Méthionine 
Met(o) Méthionine oxydé sous forme de sulphoxyde 
MOP Récepteur aux opioïdes mu 
MS Spectrométrie de masse 
MSNT 1-(Mésitylène-2-sulfonyle)-3-nitro-1H-1,2,4-triazole 
MVD Essai pharmacologique sur vas deferens de souris (mouse vas deferens) 
n Néo 
Neo Néopentyl glycine 
Nle Norleucine 
 xiii 
N-Me N méthyl amide 
NMM N-Méthylmorpholine 
NOESY Nuclear Overhauser Effects Spectroscopy 
NOP Récepteur à la nociceptine 
NorBNI Norbinaltorphimine 
NVa Norvaline 
PBS Tampon phosphate salin 
Pd/C Palladium sur charbon 
Pen Pénicillamine 
pERK Forme phosphorylée de ERK 
Pfp Pentaflurophényle 
PfpOH Pentafluorophénol 
Ph Phényle  
PHB Parahydroxy benzyle 
Phe Phénylalanine 
Pip Pipéridine 
Pmb Paraméthoxybenzyle 
POMC Pro-opiomélanocortine 
ponts H Ponts hydrogènes (interactions supramoléculaires) 
ppm Parties par million 
prep Préparative (HPLC préparative) 
Pro Proline 
q Quadruplet 
RMN 
1
H Spectre de résonance magnétique nucléaire du proton 
RMN 
13
C Spectre de résonance magnétique nucléaire du carbone 
RP-HPLC HPLC en phase inverse 
s Singulet 
Sar Sarcosine 
S.E.M. Erreur standard à la moyenne 
Ser Sérine 
SIOM Spiroindanyloxymorphone 
SPPS Synthèse de peptide en phase solide 
 xiv 
t.a. Température ambiante 
t Tertio 
TADI Isostère de dipeptide de type alcène (E) trisubstitué 
TAPS Tyr-DAla-Phe-Sar 
TBABr Bromure de tétrabutylammonium 
TBAI Iodure de tétrabutylammonium 
TEAP Triéthylamino phosphate 
TEP Tomographie à émission de positrons 
Tf Triflyle 
TFA Acide trifluoroacétique 
THF Tétrahydrofurane 
Thr Thréonine 
TIPS Triisopropylsilylane 
TM Domaine transmembranaire 
TMEDA Triméthyléthyldiamine 
TMS Triméthylsilyle 
TOF Spectromètre de masse à temps de vol 
tPSA Aire de surface polaire topographique 
tR Temps de rétention HPLC 
Trp Tryptophane 
TRPV1 Récepteur transient au potentiel vanilloïde 1 
Tyr Tyrosine 
UV Ultraviolet  
Val Valine 
 xv 
LISTE DES TABLEAUX 
 
Tableau 1. Localisation et effets des récepteurs aux opioïdes. ............................................................... 11 
Tableau 2. Liste des résidus potentiellement déterminants de la sélectivité DOP et leur correspondance 
dans MOP et KOP. ........................................................................................................................... 52 
Tableau 3. Propriétés physico-chimiques du composé A1. .................................................................... 94 
Tableau 4. Stabilité plasmatique (plasma 50 %) du composé A1. .......................................................... 95 
Tableau 5. Mesure de l‟activité des analogues A1-A8 par test du mouse vas deferens. ........................ 96 
Tableau 6. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour le composé 1. ...................................................... 115 
Tableau 7. Rendements du schéma 6.  .................................................................................................. 126 
Tableau 8. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour les composés 2-9. ............................................... 133 
Tableau 9. Propriétés physico-chimiques des composés 5, 9 et de la morphine.  ................................ 135 
Tableau 10. Stabilité plasmatique (plasma 50%) des composés 5 et 9.  ............................................... 136 
Tableau 11. Propriétés physico-chimiques du composé C17. .............................................................. 154 
Tableau 12. Substitutions possibles sur le 5
e
 résidu des enképhalines (littérature). ............................. 163 
Tableau 13. Substitutions possibles sur le 2
e
 résidu des enképhalines (littérature). ............................. 166 
Tableau 14. Essais de couplage initial d‟une résine avec le composé 59. ............................................ 174 
Tableau 15. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour les composés 39-42 et 51. ................................ 179 
Tableau 16. Essais et développement d‟une alkylation de 69. .............................................................. 187 
Tableau 17. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour le composé 61. .................................................. 190 
Tableau 18. Propriétés physico-chimiques du composé 61. ................................................................. 190 
Tableau 19. Stabilité plasmatique (plasma 100%) du composé 61. ...................................................... 191 
Tableau 20 : Agents desséchants utilisés pour la distillation de différents solvants et réactifs. ........... 200 
 
 xvi 
LISTE DES FIGURES 
 
Figure 1. Quelques analgésiques faibles. .................................................................................................. 4 
Figure 2. Quelques analgésiques modérés. ............................................................................................... 5 
Figure 3. Quelques analgésiques forts. ...................................................................................................... 6 
Figure 4. La première structure rayon X d‟un GPCR activé et cristallisé par Kobilka. ............................ 7 
Figure 5. Différentes courbes d‟activation des GPCRs. ............................................................................ 8 
Figure 6. Activation des agonistes biaisés. ................................................................................................ 9 
Figure 7. Activation des voies de signalisation dépendantes des protéines G. ....................................... 10 
Figure 8. Structure de la Salvinorine A. .................................................................................................. 12 
Figure 9. Structure du lopéramide. .......................................................................................................... 13 
Figure 10. Structure du SNC-80. ............................................................................................................. 14 
Figure 11. Évolution des structures d‟opioïdes inspirés de la morphine.20 (Exemples en encadré) ....... 16 
Figure 12. Structures de quelques agonistes morphiniques. ................................................................... 17 
Figure 13. Structures de quelques antagonistes morphiniques. ............................................................... 18 
Figure 14. Structures d‟opioïdes de type pipéridine et pipérazine de nouvelle génération. .................... 19 
Figure 15. Développement d‟un agoniste sélectif DOP de type pipéridine (ADL5859). ....................... 20 
Figure 16. Autres types de structures d‟opioïdes. ................................................................................... 20 
Figure 17. Les enképhalines. ................................................................................................................... 22 
Figure 18. Les dynorphines. .................................................................................................................... 23 
Figure 19. Les endomorphines. ............................................................................................................... 23 
Figure 20. Deltorphines A, B, C et dermorphine. ................................................................................... 24 
Figure 21. Modifications ciblées dans le développement de peptidomimétiques. .................................. 26 
Figure 22. Exemples de modifications des chaînes latérales. ................................................................. 27 
Figure 23. Exemples de modifications du squelette peptidique (isostère d‟amide). ............................... 28 
Figure 24. Peptidomimétiques obtenus par stratégie de cyclisation. ...................................................... 29 
Figure 25. Modifications tolérées sur Tyr et Phe dans la Leu enképhaline. ........................................... 30 
Figure 26. Isostères d‟amides appliqués à la Leu enképhaline. .............................................................. 31 
Figure 27. Conception de l‟analogue DAMGO (D-alanine2 N-Méthylamide-Phénylalanine4 Glycinol5 
enképhaline). .................................................................................................................................... 32 
Figure 28. Conception de l‟analogue DADLE (D-alanine2 D-leucine5 enképhaline). ............................ 33 
 xvii 
Figure 29. Analogues cycliques de la Leu enképhaline (exemples notoires). ........................................ 34 
Figure 30. Analogues mimétiques de tournant β. , .................................................................................. 36 
Figure 31. Dimère MDAN-21 (Portoghese 2001)................................................................................... 37 
Figure 32. Conception rationnelle d‟analogues de DCDCE (Mosberg 2012). ....................................... 38 
Figure 33. Développement d‟analogues de DALDA (Schiller 2012). .................................................... 38 
Figure 34. Développement d‟analogues alcènes de DCDCE (Hruby 2007). .......................................... 39 
Figure 35. Concept message-adresse illustré. ......................................................................................... 40 
Figure 36. Modèle en trois points. ........................................................................................................... 41 
Figure 37. Identification du noyau tyramine, en gras (l‟essentiel du message). ..................................... 42 
Figure 38. Identification de l‟adresse MOP. ........................................................................................... 43 
Figure 39. Identification de l‟adresse DOP. ............................................................................................ 44 
Figure 40. Identification de l‟adresse KOP (partie basique de l‟adresse). .............................................. 45 
Figure 41. Différentes vues de la structure du cristal de DOP. ............................................................... 46 
Figure 42. Comparaison des différentes structures rayon X rapportées pour DOP, MOP et KOP. ........ 47 
Figure 43. Comparaison des boucles extracellulaires (ECL2 et ECL3) de DOP, MOP et KOP. ........... 48 
Figure 44. Interaction de la partie tyramine du naltrindole, JDTic et β-FNA (message). ....................... 49 
Figure 45. Lien entre le concept message-adresse et la structure de DOP, MOP et KOP. ..................... 50 
Figure 46. Carte 2D des interactions ligands récepteurs. ........................................................................ 51 
Figure 47. Visualisation des déterminants potentiels de la sélectivité DOP. .......................................... 53 
Figure 48. Stratégie de synthèse. ............................................................................................................. 54 
Figure 49. Courbe de liaison par compétition pour un analogue. ........................................................... 56 
Figure 50. Voie d‟activation de DOP (incluant ERK1/2). ...................................................................... 57 
Figure 51. Phosphorylation ERK1/2 induite par un analogue (composé C17). ...................................... 57 
Figure 52. Conformation possible de l‟amide. ........................................................................................ 63 
Figure 53. Formes limites et l‟hybride de résonnance d‟un amide. ........................................................ 63 
Figure 54. Comparaison d‟un dipeptide avec son analogue alcène trans. ............................................... 63 
Figure 55. Quelques réactions d‟oléfinations à partir de carbonyle. ....................................................... 64 
Figure 56. Mesure de l‟efficacité analgésique in vivo de A1. ................................................................. 97 
Figure 57. Résumé des hypothèses sur les ponts H dans la Leu enképhaline. ........................................ 98 
Figure 58. Différents types d‟alcènes trisubstitués incorporés dans des peptidomimétiques. .............. 102 
Figure 59. Comparaison de l‟encombrement d'un amide vs un alcène substitué (CH3-ADI). .............. 115 
Figure 60. Présentation des fonctions ester et N-méthyl amide comme isostères d‟amides. ................ 117 
 xviii 
Figure 61. Quelques depsipeptides biologiquement actifs. ................................................................... 119 
Figure 62. Explication de la perméabilité membranaire de peptides cycliques (Groupe de Lokey). ... 120 
Figure 63. Exemples de peptides opioïdes comportant des N-méthyl amides. ..................................... 121 
Figure 64. Exemples récents de peptides opioïdes comportant des N-méthyl amides. ......................... 122 
Figure 65. Analogues esters et N-méthyl amides de la Leu enképhaline synthétisés. .......................... 124 
Figure 66. Mesure de l‟activité, par test de phosphorylation des ERK1/2, pour les composés 2-9. ..... 134 
Figure 67. Comparaison des courbes de dégradation plasmatique pour la Leu enképhaline, A1, 5 et 9.
 ........................................................................................................................................................ 137 
Figure 68. Résumé des hypothèses sur les ponts H dans la Leu enképhaline (suite du chapitre 1). ..... 139 
Figure 69. Comparaison des structures bioactives possibles pour la Leu enképhaline (A), alcène A1 
(B), ester 5 et le N-Me 9 (C). .......................................................................................................... 140 
Figure 70. Graphique obtenu de Google Trends, terme de recherche : « click chemistry ». ................ 142 
Figure 71. Conceptions possibles pour le remplacement d‟un amide par un triazole. .......................... 143 
Figure 72. Phosphorylation ERK1/2 induite par C17. .......................................................................... 155 
Figure 73. Description d‟une conformation possible. ........................................................................... 156 
Figure 74. Représentions possibles d‟un triazole et modélisation Chem 3D (niveau : HF 6.31Gd,p). .. 157 
Figure 75. Modifications sur les chaînes latérales de la Leu enképhaline. ........................................... 158 
Figure 76. Représentation de l‟adresse hydrophobe dans certains ligands sélectifs DOP. ................... 159 
Figure 77. Acides aminés de DOP potentiellement impliqués dans les interactions hydrophobes. ...... 160 
Figure 78. Acides aminés de DOP potentiellement impliqués dans des interactions de type ponts salins 
avec le COO
-
 de la Leu enképhaline (Arg192, Lys214 et Arg291). .............................................. 162 
Figure 79. Exploration du 5
e
 résidu des enképhalines........................................................................... 168 
Figure 80. Acides aminés incorporés comme 5
e
 résidu d‟une enképhaline. ......................................... 169 
Figure 81. Dialkyl glycine enképhalines synthétisées. .......................................................................... 170 
Figure 82. Phosphorylation ERK1/2 induite par 33-38. ........................................................................ 176 
Figure 83. Phosphorylation ERK1/2 induite par 35 et 38 (résultats MOP). ......................................... 177 
Figure 84. Phosphorylation ERK1/2 induite par 39-43. ........................................................................ 177 
Figure 85. Phosphorylation ERK1/2 induite par 44-46. ........................................................................ 178 
Figure 86. Phosphorylation ERK1/2 induite par les analogues dialkyl glycine 50-51. ........................ 178 
Figure 87. Hypothèses sur les contacts hydrophobes de certaines enképhalines. ................................. 180 
Figure 88. Hypothèses sur les contacts hydrophobes nécessaires et proposition d‟un pharmacophore 
pour le 5
e
 résidu des enképhalines. ................................................................................................ 181 
 xix 
Figure 89. Études des possibilités de marquage du 2
e
 résidu des enképhalines au 
11
C. ....................... 182 
Figure 90. Analogues thioéther 60-67 créés pour l‟étude de marquage. ............................................... 183 
Figure 91. Produit secondaire dû à une seconde alkylation de 69. ....................................................... 188 
Figure 92. Phosphorylation ERK1/2 induite par 60-67. ........................................................................ 189 
Figure 93. Comparaison des courbes de dégradation plasmatique de Leu enképhaline et de 
l'analogue 61. .................................................................................................................................. 192 
Figure 94. Combinaison des données structure-activité. ....................................................................... 194 
Figure 95. Résumé graphique des chapitres. ......................................................................................... 196 
Figure 96. Composés d‟intérêt synthétisés et testés dans cet ouvrage. ................................................. 197 
Figure 97. Connaissances et perspectives sur le 5
e
 résidu de la Leu enképhaline. ............................... 198 
Figure 98. Perspective : analogue comportant une phénylsérine. ......................................................... 199 
 xx 
 
LISTE DES SCHÉMAS 
 
Schéma 1. Dérivation du composé A5 pour cristallisation et rayons X. ................................................. 99 
Schéma 2. Réaction secondaire de déconjugaison survenue lors de l‟alkylation de A24. .................... 101 
Schéma 3. Synthèse en phase solide de 1 à partir de B9. ...................................................................... 114 
Schéma 4. Tentative d‟alkylation de B3. ............................................................................................... 116 
Schéma 5. Synthèse des alcools à partir d‟acides aminés. .................................................................... 125 
Schéma 6. Estérification et hydrogénolyse.  .......................................................................................... 125 
Schéma 7. Déprotection au TFA et protection en Fmoc de l‟amine.  ................................................... 126 
Schéma 8. Synthèse de 26.  ................................................................................................................... 127 
Schéma 9. Synthèse en phase solide des analogues esters (composés 2-5). ......................................... 128 
Schéma 10. Synthèse en phase solide des analogues N-méthyl amides (composés 6-8). ..................... 129 
Schéma 11. Synthèse de 9 par stratégie liquide.  ................................................................................... 130 
Schéma 12. Synthèse en phase solide des analogues D N-méthyl amides (composés 10-11). ............. 131 
Schéma 13. Stratégie de synthèse des dialkyl glycines avec réaction d‟Ugi-Passerini. ........................ 170 
Schéma 14. Synthèse en phase solide générale utilisée pour enképhalines 33-49 (5
e
 résidu). ............. 171 
Schéma 15. Synthèse de la dibenzyl glycine 55. ................................................................................... 172 
Schéma 16. Synthèse de la diisobutyl glycine 59. ................................................................................. 173 
Schéma 17. Synthèse en phase solide des dialkyl glycines enképhalines 50 et 51. .............................. 175 
Schéma 18. Synthèse en phase solide des analogues thioéther comportant D-Leu 60, 62, 64 et 66. .... 184 
Schéma 19. Synthèse de l'acide aminé 68. ............................................................................................ 185 
Schéma 20. Synthèse en phase solide des analogues thioéther comportant L-Leu 61, 63, 65, 67 et du 
précurseur 69. ................................................................................................................................. 185 
Schéma 21. Réaction d‟alkylation de 69 pour obtenir 61. ..................................................................... 186 
Schéma 22. Réaction d‟alkylation de 69, avec incorporation de radioactivité. ..................................... 193 
Schéma 23. Tentative d‟alkylation de B3. ............................................................................................. 195 
 
 1 
INTRODUCTION 
Dans l‟histoire de l‟homme, l‟idée de contrôler la douleur est apparue assez tôt. Plusieurs types de 
maladies ou de lésions peuvent entraîner de la douleur. Le soulagement de celle-ci au moyen 
d‟analgésiques (substances qui éliminent la douleur) est encore aujourd‟hui le sujet d‟un nombre 
important de recherches. Déjà, dans l‟antiquité les Sumériens, les Égyptiens et bien d‟autres peuples 
utilisaient des jus de pavot somnifère, aussi appelé opium (contenant de la morphine), pour traiter 
différents maux.
1
  
 
 
 
Photo d‟un plant de pavot somnifère, jardin botanique de Montréal 
 
Avec l‟avancement de la médecine moderne, la douleur peut être mieux contrôlée chez un patient. Par 
contre, le traitement de certains types de douleur est toujours inadéquat. 5000 ans nous séparent des 
Sumériens. En revanche, plusieurs médecins prescrivent encore de la morphine, alors qu‟ils aimeraient 
avoir accès à des traitements plus adéquats. Le pavot pousse toujours où il poussait dans l‟antiquité. 
Cela cause d‟autres problèmes d‟une nature non médicale.  
 
 2 
Cet ouvrage ne traite pas directement du soulagement de la douleur chez l‟humain. Il traite du 
développement de composés qui pourraient être utilisés éventuellement comme une toute nouvelle 
classe d‟analgésiques. Il est tout de même important d‟avoir un bon survol sur la douleur. 
 
I.1 La douleur 
 
 
 
Illustration de la douleur et du signal nerveux 
 
Selon l‟IASP (International Association for the Study of Pain) la douleur peut être décrite comme suit : 
« une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée à une lésion tissulaire réelle ou 
potentielle, ou décrite en termes d'une telle lésion ».
2
 Lorsqu‟on regarde la douleur d‟un point de vue 
plus neuroscientifique, elle est l‟intégration par le cerveau d‟un stimulus nociceptif.3 Le stimulus 
nociceptif, lui, est l‟influx nerveux transporté par le système nerveux de la source de douleur jusqu‟au 
cerveau. Cette vision du phénomène de la douleur décrit mieux ce qu‟on appelle la douleur nociceptive. 
Tout dépendant de l‟individu et de l‟état de santé de celui-ci, la douleur peut-être disproportionnée par 
rapport au stimulus nociceptif. Le stimulus nociceptif peut-être disproportionné par rapport aux 
dommages présents dans l‟organisme. Dans tous les cas, la douleur a pour but d‟aviser l‟organisme 
d‟une lésion tissulaire ou d‟une maladie. Cela a normalement un impact positif sur la survie de celui-ci. 
Quelquefois, le système nerveux cause une douleur qui est nuisible à l‟organisme. Un individu peut 
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même ressentir de la douleur sans qu'une lésion ou une maladie ou un stimulus douloureux soit présent. 
C‟est ce qui a motivé le développement et l‟utilisation de substances analgésiques. La douleur est une 
des principales causes de l‟engorgement des systèmes de santé dans le monde. Aux États-Unis, la 
douleur est la cause la plus courante de consultation d‟un médecin.4 
 
I.1.1. Douleur chronique 
 
Plusieurs types de douleurs existent lorsqu‟on caractérise la douleur par sa durée. Il y a la douleur aigüe 
et la douleur chronique. La douleur aigüe est une douleur vive et immédiate. Elle est généralement 
brève et causée par une lésion des tissus de l‟organisme (d‟ordre thermique ou mécanique ou chimique). 
Le traitement de ce type de douleur est facile vu les outils à la disposition de la médecine moderne. Il y 
a une panoplie d‟analgésiques qui sont utilisés. Si des effets secondaires sont encourus, ils sont de 
courte durée, car le traitement est court, lui aussi. 
 
La douleur chronique est une douleur prolongée dans le temps. L‟IASP définit la douleur chronique 
comme étant « une douleur qui persiste plus longtemps que la durée normale de guérison des tissus ». 
En absence d‟autres critères, cette durée est fixée à trois mois.5 La douleur chronique est un mal qui 
touche beaucoup plus de gens qu‟on ne peut se l‟imaginer. D‟après l‟Association canadienne de la 
douleur chronique, plus de 10 millions de Canadiens (environ 30% de la population) souffriront (au 
cours de leur vie) de douleurs chroniques. Cette douleur est persistante et difficile à traiter. Elle nuit 
grandement à la qualité de vie des patients et nécessite souvent toute une équipe médicale pour être 
gérée. La douleur chronique peut entraîner une panoplie de comorbidités comme l‟anxiété, la 
dépression et les troubles du sommeil.
6
 Contrairement à la douleur aigüe, la douleur chronique est 
difficile à gérer au niveau médical. La longue durée de la douleur veut dire aussi une longue médication 
avec analgésiques. De ce fait, même les effets secondaires les plus mineurs peuvent devenir très 
problématiques avec le temps. Il est donc nécessaire de bien comprendre la nature des analgésiques 
pour mieux expliquer les besoins présents en recherche. 
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I.1.2. Les analgésiques 
 
Plusieurs sortes d‟analgésiques existent. Lorsqu‟un analgésique est choisi, on doit prendre en 
considération de nombreux facteurs. Le médecin doit regarder la sévérité de la douleur et la réponse à 
d‟autres médicaments. L‟échelle du traitement de la douleur est décrite par l‟Organisation mondiale de 
la santé en trois échelons selon le niveau de douleur.
7
 Au premier échelon, on retrouve les analgésiques 
faibles tels que les substances anti-inflammatoires. Au deuxième échelon, on retrouve les analgésiques 
modérés comme la codéine ou les mélanges analgésiques comme la vicodine (hydrocodone et 
acétaminophène). Au troisième et dernier échelon, on retrouve les analgésiques forts comme la 
morphine. 
 
 
 
Figure 1. Quelques analgésiques faibles. 
 
Dans les analgésiques faibles, on retrouve des médicaments tels l‟acétaminophène (Tylenol®), l‟acide 
acétylsalicylique (Aspirine
®) et l‟ibuprofène (Advil®) (figure 1). L‟acétaminophène a un mode d‟action 
pharmacologique qui est encore considéré comme inconnu. L‟acide acétylsalicylique et l‟ibuprofène, 
eux, sont des inhibiteurs des cyclooxygénases. Ces substances sont répertoriées comme des AINS: 
Anti-inflammatoires non stéroïdiens. Comme le nom l‟indique, en plus d‟une action analgésique, ces 
médicaments ont une action anti-inflammatoire importante. Dans les AINS plus récents on retrouve le 
célécoxib (Célébrex
®
) qui est un inhibiteur sélectif de la cyclooxygénase 2. Son action sélective 
diminue les risques d‟effets secondaires (comme l‟hémorragie gastro-intestinale) associés avec la prise 
de certains AINS. Ces molécules sont idéales pour traiter les douleurs faibles. Elles peuvent être 
utilisées conjointement avec d‟autres analgésiques aussi. Leurs effets secondaires sont relativement 
faibles. Par contre, les traitements prolongés sont déconseillés sans un avis médical préalable.   
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Figure 2. Quelques analgésiques modérés. 
 
Dans les analgésiques considérés comme modérés, on  retrouve la codéine, le dextropropoxyphène, la 
dihydrocodéine et le tramadol (figure 2). Leur action analgésique est liée à l‟activation des récepteurs 
aux opioïdes. Ces récepteurs sont décrits avec plus de détails plus tard dans cet ouvrage. La codéine est 
extraite et purifiée à partir du pavot somnifère. Elle fait partie de la famille des opiacés (substances 
extraites ou dérivées de l‟opium). La famille des opiacés est un sous-groupe de la famille des opioïdes. 
Les opioïdes regroupent toutes substances qui se lient aux récepteurs aux opioïdes. Les analgésiques 
modérés sont surtout regroupés dans ce qu‟on appelle des opioïdes faibles. La codéine, la 
dihydrocodéine et le dextropropoxyphène possèdent tous les trois des propriétés antitussives. Le 
dextropropoxyphène a été retiré du marché en Europe et aux États-Unis à cause d‟arythmies 
cardiaques.
8
 Le tramadol possède aussi une activité d‟antidépresseur. C'est un inhibiteur de la recapture 
de la sérotonine et de la noradrénaline.
9
  
 
Dans les analgésiques forts, on retrouve la morphine, la diamorphine (héroïne), le fentanyl, la 
buprénorphine, l‟oxymorphone, l‟oxycodone, l‟hydromorphone et la méthadone (figure 3). Tous ces 
analgésiques possèdent un fort potentiel analgésique et sont encore utilisés en clinique. Leur 
prescription est limitée par les médecins en grande partie à cause de leurs effets secondaires (discutés 
subséquemment). Pour certaines de ces substances, le potentiel d‟abus est grand (ex: l‟héroïne). Par 
contre, la buprénorphine et la méthadone sont toutes deux utilisées en clinique pour traiter la 
dépendance aux opioïdes. Le fentanyl, à cause de son action analgésique rapide et courte, est souvent 
utilisé pour traiter les douleurs aigües sévères avec d‟excellents résultats.10 Regardons la structure-
activité de l‟oxymorphone. Elle est plus efficace comme analgésique que la morphine. Son groupement 
alcool n‟est pas connu pour avoir des interactions supplémentaires avec le récepteur. En fait, ce 
groupement alcool entraîne un encombrement stérique. Cet encombrement induit un changement dans 
l‟équilibre des conformations de l‟amine tertiaire. Au final, le potentiel analgésique est augmenté.11 
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Figure 3. Quelques analgésiques forts. 
 
D‟autres analgésiques plus puissants sont connus de l‟homme (figure 3). Leur potentiel de surdose est 
tel qu‟ils ne sont pas utilisés chez l‟humain. C‟est le cas de l‟étorphine (figure 3, encadré), qui est 
environ 1000 fois plus puissante que la morphine.
12
 Elle est utilisée chez l‟éléphant. Pour mieux 
comprendre les interactions pharmacologiques et les effets secondaires de ces composés, on doit 
regarder leur cible pharmacologique, c‟est-à-dire la macromolécule qu‟ils lient dans le corps humain. 
 
I.2 Les récepteurs aux opioïdes 
 
L‟action des opioïdes se fait par leur liaison aux récepteurs aux opioïdes. Il y a différents types de 
récepteurs aux opioïdes. Différentes actions sont possibles sur les récepteurs. C‟est pourquoi tous les 
opioïdes ne possèdent pas le même effet. Les trois principaux types de récepteurs aux opioïdes sont le 
Mu (MOP), le Delta (DOP) et le Kappa (KOP).
13
 Le récepteur à la nociceptine (NOP) est aussi 
considéré comme un récepteur aux opioïdes. Son degré de similitude avec les 3 autres récepteurs est 
plus faible. Ce récepteur ne sera pas davantage décrit dans cet ouvrage. Les abréviations anglaises qui 
représentent les récepteurs aux opioïdes ont changés récemment pour éviter une confusion avec d‟autres 
protéines. L‟IUPHAR (Internationnal union of basic and clinical pharmacology) recommande donc 
l‟ajout d‟un P dans l‟abréviation. L‟action des différents récepteurs a été caractérisée bien avant leur 
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séquence d‟acides aminés et la localisation de leurs gènes codant dans l‟ADN humain. Leurs noms ont 
pour origine la morphine (MOP), le canal déférent de souris (DOP) et la kétazocine (KOP).
14
 En 1973, 
la première découverte d‟un récepteur aux opioïdes a été créditée à Pert et Snyder qui ont réussi à 
identifier ce qui sera plus tard appelé le récepteur Mu (MOP) à l‟aide de 3H naloxone.15   
 
 
 
Figure 4. La première structure rayon X d‟un GPCR activé et cristallisé par Kobilka.16 
 (T4L : protéine cristalline, Nb35 : anticorps stabilisant. Gα, Gβ, Gγ : sous-unités de la protéine G.) 
 
Ces récepteurs sont de type récepteur couplé aux protéines G (GPCR). Les GPCRs sont une classe 
importante de cibles pharmaceutiques vu leur implication dans le corps humain. Les GPCRs sont la 
cible d'environ 40% des médicaments.
18
 En matière de structure tridimensionnelle, les GPCRs sont 
formés d‟une protéine contenant sept hélices alpha reliées entre elles par des boucles. Ces récepteurs 
sont à l‟interface entre l‟intérieur et l‟extérieur de la cellule. Donc, leurs hélices alpha sont dans la 
membrane cellulaire. C‟est pourquoi on les nomme domaines transmembranaires. La partie N terminale 
de la protéine est à l‟extérieur de la cellule et la partie C terminale est à l‟intérieur. À partir du N 
terminal, les sept hélices alpha, les trois boucles intracellulaires et les trois boucles extracellulaires sont 
numérotées. La localisation des GPCRs et leur action à travers les membranes cellulaires en font une 
cible de choix au niveau pharmaceutique. Avec leurs différents travaux sur la compréhension de la 
fonction des GPCRs, Kobilka et Lefkowitz ont reçu le prix Nobel de chimie en 2012.
16
 Les sous-unités 
protéiques α, β et γ sont organisées ensembles dans la protéine G. Elles possèdent des interactions avec 
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les boucles intracellulaires 2, 3 et la partie C terminale du récepteur. Pour les récepteurs aux opioïdes, 
l‟interaction avec la boucle intracellulaire 3 semble la plus importante.37 La capacité d‟une molécule à 
lier le récepteur est nommée affinité. La capacité d‟une molécule à lier un récepteur sélectivement est 
appelée sélectivité. Cette capacité est obtenue en comparant l‟affinité d'une molécule pour les différents 
récepteurs. Dans les récepteurs aux opioïdes, la séquence peptidique est similaire à environ 70%. Voilà 
pourquoi plusieurs opioïdes ne sont pas sélectifs entre les différents récepteurs.
17
 Les GPCRs font la 
transduction de signaux de différentes natures en voies de signalisation intracellulaires. Ils sont donc la 
voie de communication entre le milieu extracellulaire et milieu intracellulaire. 
 
 
 
Figure 5. Différentes courbes d‟activation des GPCRs. 
 
Le changement de conformation entrainé par la liaison d‟un agoniste au récepteur provoque une 
réponse dans la cellule. La quantité de cette réponse est nommée l‟activité. Pour le changement de cette 
conformation, la protéine G doit être présente (figure 4). Selon son action (lorsqu‟elle lie le récepteur), 
une molécule peut porter différents noms. À l‟état basal, le récepteur est dans un équilibre entre sa 
conformation inactive et sa conformation active. Normalement, cet équilibre est en faveur de la 
conformation inactive. Lorsqu‟un antagoniste se lie au récepteur, l‟équilibre n‟est pas perturbé 
(figure 5). Comme mentionné précédemment, la liaison d‟un agoniste entraine une perturbation de 
l‟équilibre vers la conformation active du récepteur. Par contre, lorsque la liaison d‟un composé 
provoque une perturbation de l‟équilibre vers la conformation inactive, il est nommé agoniste inverse.18 
Pour qu‟un effet agoniste inverse soit mesuré, il faut que le récepteur d‟intérêt, sans présence de ligand, 
possède une quantité mesurable d‟activation (nommé activité constitutive). Il faut aussi que le test 
pharmacologique utilisé soit capable de mesurer cette diminution. Dans la littérature pharmacologique, 
l‟antagoniste et l‟agoniste inverse sont souvent confondus faute de connaissances sur le composé ou 
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faute de de différence significative entre les deux effets.
19
 La protéine G est en grande partie 
responsable de transmettre le signal qu‟envoit le récepteur dans la cellule. Par contre, certaines voies 
d‟activation sont transmises sans l‟entremise des protéines G. Un résumé du mécanisme de transmission 
du signal par la protéine G est présenté à la figure ci-dessous. La conception classique de la voie 
d‟activation des GPCRs a bien évolué depuis quelques années. De plus en plus de chercheurs 
caractérisent leurs composés par plusieurs voies d‟activation des GPCRs. La notion d'agonisme biaisé 
permet potentiellement de différencier des effets désirés d'effets indésirables.Ce phénomène, selon 
lequel un récepteur peut activer des voies différentes qui dépendent de la nature de l‟agoniste, est décrit 
par le terme agoniste biaisé (nommé aussi sélectivité fonctionnelle).
20
  
 
 
 
Figure 6. Activation des agonistes biaisés.
20
 
 
La figure 6 représente la notion d‟agoniste biaisé et l‟efficasité biaisé pour un même récepteur. Trois 
ligands peuvent induire ou stabiliser une différente conformation du récepteur qui vont chacune 
promouvoir une efficacité relative distincte envers différents systèmes.
20
 En simple l‟activation d‟un 
récepteur n‟est pas toujours nécessairement la même en nature, tout dépend de la nature de l‟agoniste. 
L‟activation produite par les composés de cet ouvrage a été caractérisée par différents tests 
pharmacologiques à cause de la présence possible d‟agonistes biaisés.   
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Figure 7. Activation des voies de signalisation dépendantes des protéines G. 
 
Pour en revenir aux différents types de récepteurs aux opioïdes, il est important de savoir que 
l‟activation de tous les récepteurs aux opioïdes produit une analgésie. La concentration plus grande et la 
localisation dans la cellule nerveuse de MOP donnent une analgésie supérieure dans bien des cas, 
lorsqu‟on compare l‟analgésie d‟un agoniste MOP, DOP et KOP.21 La simple liaison ne produit pas 
d‟analgésie. Les opioïdes produisent leurs effets analgésiques au CNS (système nerveux central), au 
niveau de la moelle épinière et des neurones périphériques. La distribution de chacun des types de 
récepteurs aux opioïdes dans le cerveau est différente. Donc, leur activation sélective peut provoquer 
des réponses différentes. L‟activation de MOP et DOP cause une libération de la dopamine dans 
certaines régions du cerveau, ce qui produit une euphorie.
22
 L‟activation de KOP provoque une baisse 
de la dopamine, ce qui cause la dysphorie (contraire de l‟euphorie). Ces effets d‟euphorie et de 
dysphorie sont souvent causés par une influence des récepteurs aux opioïdes sur le système de la 
dopamine. La localisation dans le système nerveux des différents récepteurs et leur influence sur les 
autres systèmes de neurotransmetteurs jouent un grand rôle dans leur potentiel d‟action. Ces deux 
facteurs sont aussi importants en lien avec les effets secondaires liés à l‟utilisation d‟opioïdes.23 
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I.2.1. Les effets secondaires des opioïdes 
 
Tableau 1. Localisation et effets des récepteurs aux opioïdes.
24
 
 
Récepteur Localisation
a
 Réponse à l‟activationb Effets secondaires 
MOP Cerveau (cortex, thalamus, 
striatum, substance grise 
périaqueducale), colonne 
vertébrale, nerfs périphériques, 
système intestinal. 
Analgésie Euphorie, dépendance 
physique, tolérance, 
dépression respiratoire, 
myosis,
c
 vomissements, 
constipation, sédation, 
bradycardie.
d
 
DOP Cerveau (cortex profond, striatum, 
bulbe olfactif, amygdale, pont de 
Varole), nerfs périphériques. 
Analgésie, effets 
antidépresseurs 
Euphorie, effets 
convulsivants,
e
 dépendance 
physique 
KOP Cerveau (hypothalamus claustrum, 
substance grise périaqueducale), 
colonne vertébrale, nerfs 
périphériques. 
Analgésie, effets 
anticonvulsants et 
neuroprotection 
Dysphorie, hallucinations, 
diurétique, myosis, sédation 
a) Liste non exhaustive. b) Effet thérapeutique désiré. c) Contraction de l‟iris. d) Diminution du rythme 
cardiaque. e) Les convulsions ne sont observées qu‟avec une seule classe d‟agonistes DOP. 
 
Les différents effets ainsi que les effets secondaires des opioïdes sont dus non seulement à la nature des 
interactions de ces récepteurs avec d‟autres systèmes, mais aussi à leur localisation. En guise 
d‟exemple, puisque MOP est situé dans le système intestinal, son activation par un agoniste entraine 
une relaxation des muscles intestinaux.
25
 Cela cause une diminution du péristaltisme intestinal et par 
conséquent, la constipation. La constipation est souvent perçue comme un effet secondaire mineur. Par 
contre, lors de traitements de douleur chronique, la constipation devient une problématique majeure.
25
 
Passons en revue les différents effets thérapeutiques désirés par l‟activation pharmacologique de ces 
récepteurs. On peut constater qu'en plus des effets analgésiques, l‟activation de DOP, à cause de sa 
localisation et de ses connexions avec d‟autres systèmes de neurotransmetteurs, a un potentiel 
antidépresseur.
26
 L‟euphorie et la dysphorie sont classées comme étant des effets secondaires. Ces effets 
sont souvent néfastes et induisent un usage récréatif de ces substances ou une dépendance 
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psychologique.
27
 La dépendance physique a aussi beaucoup d‟importance. Elle peut conduire, à la suite 
d‟un traitement analgésique, un sujet vers l‟usage récréatif des opioïdes. Le sujet en question n'a pas 
besoin d'avoir consommé préalablement d‟autres drogues à potentiel d'abus. La dysphorie et les 
hallucinations sont considérées comme les effets secondaires les plus importants reliés à l‟activation de 
KOP.
28
 Ces effets sont liés, par example, à l‟usage récréatif de la Salvia. Cette drogue contient le 
psychotrope Salvinorine A.
28
 
 
 
 
Figure 8. Structure de la Salvinorine A. 
 
La sédation peut être recherchée par le traitement aux opioïdes. Par contre, elle est indésirable chez le 
sujet sain qui n'a besoin que d'un analgésique. On peut facilement imaginer comment l‟usage d‟un 
traitement qui cause la sédation et le myosis (diminution du diamètre de la pupille par contraction de 
l‟iris) peut nuire à l‟accomplissement d‟une tâche comme la conduite automobile. La morphine porte 
d‟ailleurs un nom lié à ses effets sédatifs. Morphée est la déesse du sommeil et des rêves. La tolérance 
est décrite comme la nécessité d‟augmenter la dose pour conserver un effet thérapeutique. Ce 
phénomène est très problématique dans le traitement de la douleur chronique. De plus, lorsqu‟on 
regarde la tolérance qu‟un patient peut développer aux agonistes MOP, cet effet peut devenir mortel. On 
peut arriver à des dosages qui provoquent une dépression respiratoire.
29
 D‟ailleurs, la dépression 
respiratoire est la principale cause de mort par surdosage d‟analgésique MOP. Cet effet secondaire est 
mortel. Par contre, la dépression respiratoire peut être évitée dans un cadre médical.
29
 L‟usage de doses 
croissantes ou en escalier peut permettre au médecin d‟administrer une dose d‟analgésique plus grande 
que la dose singulière létale de cet analgésique.
30
 De plus, l‟injection intrathécale de morphine, c‟est-à-
dire dans la colonne vertébrale, diminue bien des effets secondaires parmi ceux mentionnés pour les 
agonistes MOP.
31
 La mort par surdose de morphine ou d'autres analgésiques est encore possible dans le 
cadre médical actuel. 
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Figure 9. Structure du lopéramide. 
 
L‟utilisation des effets secondaires des opioïdes a servi à d‟autres fins. Un bon exemple est le 
développement du lopéramide agoniste MOP. Ce composé est l'agent actif de l‟Immodium®.32 Le 
lopéramide a une action locale sur l‟intestin. C‟est ce qui donne l‟action constipante de l‟Immodium®. 
L‟effet localisé du lopéramide n‟est pas dû à sa mauvaise perméabilité aux membranes des cellules 
intestinale. Une fois pénétré dans la cellule de l‟épitélium intestinal, le lopéramide est transporté dans 
l‟intestin par la glycoprotéine P. C'est ce qu‟on appelle les mécanismes d‟efflux.33 
 
La plupart des analgésiques utilisés en clinique et mentionnés dans les sections analgésiques modérés et 
forts sont des agonistes MOP (codéine, morphine, fentanyl, méthadone, etc.). Ces agonistes possèdent 
certains des effets secondaires listés dans le tableau 1 (sous MOP). Ils ont pour cible MOP, mais ils ne 
sont pas tous sélectifs pour ce récepteur. Même avec une bonne sélectivité, un dosage fort peut entrainer 
une activation de DOP et KOP de la part d'agonistes MOP. La morphine est connue pour être un 
agoniste partiel de DOP. D‟ailleurs, la relation entre la morphine et DOP est encore en investigation.34 
Comme autre exemple, la buprénorphine est un antagoniste de DOP et KOP. Les effets MOP sont les 
plus importants dans ce cas-ci. Par contre, on ne peut pas discriminer l‟action des autres récepteurs 
selon le dosage et le type d‟opioïde utilisé comme analgésique. Dans tous les cas, la chronicité de la 
douleur et du traitement aux agonistes MOP rend les effets secondaires lourds de conséquences. Cela 
entraîne même certains patients à se retirer du traitement analgésique et à endurer des douleurs 
importantes plutôt qu‟à subir les effets secondaires.35 
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Figure 10. Structure du SNC-80. 
 
Les effets secondaires de convulsions liés à l‟activation de DOP n‟ont été observés chez le rat que lors 
de l‟administration d‟un certain type d‟agonistes DOP (comme le SNC-80). Cet effet a été démontré 
comme directement lié à l‟activation de DOP. Les rats transgéniques ne possédant pas ce récepteur 
(DOP knockout) n'ont pas de convulsion lors de l'administration du SNC-80.
36
 La modification de la 
structure chimique du SNC-80 a conduit au développement d‟autres agonistes DOP. Ces composés ne 
provoquent pas les convulsions et ils ont été testés en clinique.
37
 
 
I.2.2. L‟activation sélective du récepteur opioïdergique delta 
 
L‟obtention d‟une réponse analgésique d‟un opioïde sans avoir les effets secondaires associés à ce type 
de composé est un sujet de recherche qui a accaparé beaucoup d‟équipes de chercheurs au cours des 40 
dernières années. Depuis la caractérisation biochimique des types de récepteurs aux opioïdes, notre 
compréhension des mécanismes sous-jacents à l‟effet des opioïdes s‟est grandement améliorée. 
Plusieurs théories sur l‟élaboration d‟analgésiques dépourvus d‟effets secondaires ont vu le jour. Pour 
l‟instant, aucune n‟a su surclasser les autres. L‟activation sélective des différents récepteurs aux 
opioïdes et l‟activation ou l‟inhibition d'autres systèmes non classiquement reliés à la douleur (GABA, 
TRPV1, NOP) ont aussi été étudiées.
38
 
 
Dans cet ouvrage, l‟accent sera mis sur l‟activation sélective de DOP pour produire un analgésique 
dépourvu d‟effets secondaires. L‟étude de cette activation sélective a d‟ailleurs fait l‟objet de plusieurs 
travaux. Ceux-ci sont liés à l‟élaboration du présent projet avec l‟équipe du professeur Louis Gendron.39 
L‟étroite collaboration entre Yves Dory et Louis Gendron y est au cœur. Outre les recherches 
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précédemment citées, plusieurs autres données récentes indiquent que l‟activation sélective de DOP ne 
devrait pas conduire à des effets secondaires.
40
 Il est donc généralement accepté que, sous certaines 
circonstances, un agoniste sélectif DOP produirait de l‟analgésie pure.41 Les agonistes sélectifs DOP 
ont montré leur potentiel dans plusieurs modèles animaux de douleurs chroniques au niveau 
neuropathique, inflammatoire ou cancéreux.
42
 
 
Les effets des agonistes sélectifs DOP ont été étudiés. Par contre, des défis subsistent. Pour comprendre 
la nature de ces défis sous-jacents à l‟élaboration d‟un nouvel opioïde sélectif pour DOP et actif de 
façon orale chez l‟humain, on doit comprendre la nature chimique des opioïdes.  
 
I.3 Les types d’opioïdes 
 
Maintenant, nous allons nous attarder plus en détail sur la nature chimique des analgésiques. Comme 
constaté dans les figures précédentes, les analgésiques identifiés comme étant des opioïdes ont des 
structures chimiques très variées. Ces structures chimiques ont toutes des caractéristiques structurales 
communes puisqu‟elles ont des cibles communes. En d‟autres mots, la relation structure-activité 
présente des similarités entre les différentes structures d‟opioïdes. Certains opioïdes ont été découverts 
de façon fortuite. Par contre, la compréhension de la relation structure-activité des opioïdes va pouvoir 
nous amener à parler de leur conception et de leurs synthèses subséquentes. Cela est donc le but de ces 
travaux de recherche. D'abord, survolons l‟évolution des structures d‟opioïdes, structures dérivées du 
squelette de la morphine. 
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Figure 11. Évolution des structures d‟opioïdes inspirés de la morphine.24 (Exemples en encadré)  
 
On peut voir que le squelette de la morphine a été utilisé pour concevoir différents opioïdes. Certains 
sont dérivés d‟opiacés (ex : étorphine), d'autres sont purement synthétiques (ex : méthadone). La 
simplification de la structure du squelette de la morphine a donné lieu à d‟autres structures plus simples. 
Cette évolution s‟est faite simultanément avec l‟étude du pharmacophore de la morphine.11 La plupart 
des composés purement synthétiques comportent une structure plus simple dénuée de chiralité. Cela 
rend la synthèse plus simple et moins onéreuse. Dans le cas de la méthadone, ce composé synthétique 
est beaucoup moins dispendieux que certains opiacés naturels. À la figure 11 sont présentés la 
kétazocine (un agoniste sélectifs pour KOP), ainsi que la péthidine et le lévorphanol qui sont tous deux 
des agonistes non sélectifs des récepteurs aux opioïdes. 
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Pour aller plus dans les détails, regardons d‟autres composés de la famille des composés morphiniques. 
Cette famille contient les opiacés (morphine, codéine, thébaine), mais aussi d‟autres dérivés plus 
complexes. 
 
 
 
Figure 12. Structures de quelques agonistes morphiniques.  
 
La codéine et la thébaine sont toutes deux des opiacés extraits du pavot (figure 12). La codéine a une 
action environ dix fois moins puissante que la morphine dans le corps humain. Selon des tests 
pharmacologiques sur cellules, la codéine devrait avoir une action cent fois moins puissante. La raison 
de cette action seulement dix fois moins forte chez l‟animal est que la codéine est aussi une prodrogue 
de la morphine. C‟est-à-dire qu‟une fois administrée, la codéine est métabolisée en partie en morphine 
par l‟action des enzymes du foie. La thébaine a une action analgésique plus faible encore que la 
codéine. Par contre, sa présence dans l‟opium a permis de développer différents opioïdes qui en sont 
dérivés. Le SIOM (Spiroindanyloxymorphone) est un dérivé de l‟oxymorphone. C‟est un agoniste 
sélectif DOP qui est utilisé dans la recherche scientifique, mais pas chez l‟humain.43 La N-
phénéthylnormorphine est un agoniste environ dix fois plus puissant que la morphine. Ce composé a été 
découvert lors d‟une vaste étude des substitutions possibles sur l‟atome d‟azote de la morphine.11 La 
plupart des substitutions larges et encombrantes sur l'azote donnent des propriétés antagonistes aux 
composés obtenus. Dans ce composé, l‟aromatique possède des interactions supplémentaires avec 
MOP. Cela augmente son action. La même interaction est présente dans le fentanyl.
44
 
L‟hydromorphinol est un dérivé de la morphine. Il a notamment une action plus rapide et plus 
maintenue dans le temps.  
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Figure 13. Structures de quelques antagonistes morphiniques.   
 
 Le squelette de la morphine peut aussi être utilisé pour développer des antagonistes (figure 13). Dans 
plusieurs cas, l‟atome d‟azote de la morphine est substitué d'un groupement plus encombrant qu‟un 
méthyle. De plus, ce groupement possède une influence sur le pKa de l‟amine, ce qui contribue au 
caractère antagoniste du composé.
11
 Plusieurs des antagonistes présentés ici sont hautement sélectifs. 
Comme dans plusieurs domaines de recherche, pour les opioïdes, ce sont les antagonistes qui possèdent 
les plus grandes sélectivités à travers les composés connus.
45
 Le naloxone est utilisé en médecine, 
surtout dans le traitement des surdoses d‟opioïdes (morphine, héroïne). Son action d‟antagoniste est non 
sélective, mais elle est certes plus grande pour MOP. L‟absence de sélectivité du naloxone en fait un 
composé très utilisé pour déterminer si la réponse analgésique d‟un composé est liée aux récepteurs aux 
opioïdes d‟une quelconque façon.46 Un des antagonistes les plus utilisés en recherche pour son action 
sélective sur DOP est le naltrindole. Cette molécule a été développée par l‟équipe du professeur 
Portoghese, grâce à leur compréhension accrue des facteurs de sélectivité entre les récepteurs.
47
 Cette 
même équipe a aussi développé un autre antagoniste sélectif pour KOP : le nor-BNI 
(Norbinaltorphimine). Ce composé est un dimère du squelette de la morphine.
116
 Le N-
méthylnaltrexone est quant à lui utilisé pour son action d‟antagoniste MOP. Puisque son azote est 
chargé de façon permanente, le composé ne passe pas la barrière hématoencéphalique. Son usage peut 
renverser certains effets secondaires périphériques des opioïdes MOP comme la constipation.
48
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D‟autres types de squelettes d‟opioïdes ont été découverts. Dans la littérature des agonistes sélectifs 
DOP, il y a la famille des pipérazines et pipéridines (figure 14).
49,50
 D'un certain point de vue, leur 
structure est similaire à celle du fentanyl (figure 4). Par contre, leur sélectivité est tout autre. 
 
 
 
Figure 14. Structures d‟opioïdes de type pipéridine et pipérazine de nouvelle génération.   
 
La découverte des composés SNC-80 et BW373U86 fut une grande avancée dans le développement de 
ligands sélectifs DOP.
49
 Ces composés demeurent fortement utilisés pour la recherche chez les 
animaux. Par contre, les convulsions qu‟ils causent empêchent leur expérimentation chez l‟humain. Les 
composés AR-M1000390, RWJ-394674 et compound II (figure 14) sont quelques découvertes issues de 
la recherche privée.
50
 Ces recherches avaient majoritairement pour but d‟obtenir une molécule avec le 
squelette du SNC-80 qui ne causerait pas de convulsions chez l‟animal.50 Dans le cas de ces trois 
composés, ils sont tous des ligands sélectifs DOP et n‟entraînent pas de convulsion chez l‟animal.51 Si 
on regarde la relation structure-activité de ces composés versus celle du SNC-80, la déplétion des 
convulsions est rendue possible grâce à la présence de la double liaison ou du lien éther. Ces deux 
groupements ont tous deux la même conséquence sur le composé : ils diminuent les orientations 
possibles des noyaux aromatiques.
56
 De cette nouvelle génération d‟agonistes DOP, quelques-uns ont 
été testés chez l‟humain. Malheureusement, aucun n‟a donné de résultats significatifs en phase II. On ne 
sait toujours pas pourquoi ces composés n‟ont pas fonctionné pour traiter la douleur chronique chez 
l‟humain. Certains pensent que DOP n‟est pas une bonne cible pour le traitement de la douleur 
chronique.
52
 D'autres pensent que les types de douleur ou de patients choisis pour la phase II n‟étaient 
pas adéquats pour une thérapie aux agonistes DOP.
53
 D‟autres recherches cliniques sont en cours sur 
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ces composés ainsi que sur d‟autres composés de la même famille. Elles portent sur leur potentiel 
comme antidépresseurs. 
 
 
Figure 15. Développement d‟un agoniste sélectif DOP de type pipéridine (ADL5859).    
 
Le ADL5859 a été découvert par la compagnie Adolor Corporation à la suite d‟une série de procédés 
typiques à l‟industrie pharmaceutique récente.54 Le sulfonamide de gauche (figure 15) a été identifié 
comme « hit » en premier lieu. Puis, il y a eu une diminution de la taille du ligand lié à l‟élucidation de 
son pharmacophore et à une rigidification de ce pharmacophore. L'étude de relation structure activité a 
permis de développer le ADL5859 comme agoniste sélectif DOP.
55
 Des études portant sur ce composé 
ont aussi été effectuées chez l‟animal.56 
 
 
 
Figure 16. Autres types de structures d‟opioïdes.    
 
D‟autres squelettes de molécules organiques peuvent fournir des opioïdes. Sans entrer dans les détails, 
notons ici (figure 16) quelques composés importants. Le U50-488 a été l‟un des premiers agonistes 
sélectifs KOP qui a été développé.
57
 Le JD-tic, développé par l‟équipe du professeur Carroll, est un 
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antagoniste sélectif KOP, avec une structure hybride entre le peptide et la petite molécule organique.
58
 
Le tan-67 est un agoniste sélectif DOP.
59
  
 
De tous ces composés présentés jusqu‟à maintenant, certaines propriétés structurelles communes 
émergent. Les particularités structurelles liées à un agoniste ou à un antagoniste et à la sélectivité seront 
discutées plus en détail subséquemment dans cet ouvrage. 
 
Le nombre de structures différentes de molécules organiques qui possèdent des caractéristiques 
opioïdes est très grand. Il nous reste un type de squelette très important à voir, celui des peptides 
opioïdes. À première vue, le lien structurel entre la morphine et un peptide n'est pas immédiat. Cet 
ouvrage fournira quelques hypothèses à ce sujet. 
 
I.3.1. Les peptides opioïdes 
 
Nous avons regardé jusqu‟à maintenant en détail la structure et les propriétés d‟analogues de la 
morphine. Il faut maintenant réaliser que la morphine est une substance exogène, c‟est-à-dire qu'elle est 
synthétisée hors du corps humain. Son effet sur les récepteurs aux opioïdes n‟est dû qu‟à sa 
ressemblance avec les véritables agonistes naturels de ces récepteurs : les peptides opioïdes 
endogènes.
14
 Ils sont nommés endogènes parce que leur synthèse est encodée dans le génome humain.  
 
Une des citations du célèbre poète morphinomane Charles Baudelaire va comme suit : « Chaque 
homme porte en lui sa dose d‟opium naturel incessamment sécrétée et renouvelée ».60 En 1974, la 
nature complexe de cet opium naturel fut révélée à la communauté scientifique. Hughes et Kosterlitz 
ont découvert les enképhalines (ou encéphalines), isolées du cerveau de porc.
61
 Environ en même 
temps, Simantov et Snyder ont découvert ce qui fut nommé par la suite les endorphines isolées du 
cerveau de veau.
62
 Donc, le cerveau régule son niveau de douleur en sécrétant des opioïdes endogènes 
qui sont des neurotransmetteurs. Ils vont avoir une action sur les récepteurs aux opioïdes. L‟opium 
naturel du cerveau n‟est pas une substance, mais bien un mélange de substances. Chacun de ces 
peptides est sécrété localement dans le système nerveux. Ces peptides sont dégradés aussi rapidement 
qu‟ils sont synthétisés. Cela permet à l‟organisme de réguler son niveau d‟analgésie avec efficacité. Au 
départ, la douleur n‟est pas une mauvaise chose pour l‟organisme parce quelle le prévient des 
dommages potentiels. Donc, la répression endogène du signal douloureux doit être contrôlée. 
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L‟action des peptides opioïdes endogènes n‟est pas toujours sélective (sur un seul récepteur). Chacun de 
ces peptides a une cible attitrée. Leur sécrétion a lieu dans différentes parties du cerveau où la densité 
des différents récepteurs peut varier. Certains des peptides opioïdes ont une action très spécifique sur un 
récepteur. Dans ces peptides, on dénote les enképhalines, les endorphines et les dynorphines.
63
 
 
 
 
Figure 17. Les enképhalines.    
 
Les enképhalines ont pour cible DOP. Elles ne possèdent pas une grande sélectivité pour celui-ci versus 
MOP (figure 17). Par contre, elles ont une grande sélectivité versus KOP. La Leu enképhaline a été 
rapportée comme étant légèrement plus sélective que la Met enképhaline pour DOP (la Leu enképhaline 
à une sélectivité de cinq fois pour DOP que pour MOP, la Met enképhaline n‟est pas sélective 
DOP/MOP).
64
 Les taux et la nature des enképhalines peuvent varier selon les espèces. Ces deux 
peptides endogènes sont synthétisés à partir du gène nommé en leur nom, le gène proenképhaline.
65
 Ce 
gène synthétise une longue séquence peptidique. Par la suite, elle est clivée pour libérer les 
enképhalines. Elles sont indirectement reliées à un grand nombre de fonctions biologiques autres que la 
douleur.  
 
Le nom endorphine provient de la simple conbinaison des mots endogène et morphine. Comme le nom 
l‟indique, ces peptides opioïdes sont les ligands naturels du récepteur MOP. Tout comme la morphine, 
ils possèdent une certaine sélectivité pour ce récepteur. Il existe plusieurs types d‟endorphines (α, β, γ, 
α-néo, β-néo). La recherche en a identifié une comme étant le ligand naturel principal de MOP, la β-
endorphine.
66
 Sa séquence est la suivante : H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu-OH. Cette séquence est 
synthétisée par l‟action du gène pro-opiomélanocortine (ou POMC). 
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Figure 18. Les dynorphines. 
 
Les dynorphines sont les ligands naturels de KOP (figure 18). Elles possèdent une certaine sélectivité 
pour celui-ci. Dans leur séquence, on retrouve la séquence de la Leu enképhaline.
67
 La Big dynorphine 
est un peptide obtenu par l‟expression du gène pro-dynorphine. Son clivage libère les dynorphines A et 
B dans l‟organisme. La découverte de ces peptides a été possible grâce aux efforts du groupe de 
Goldstein. Ils isolèrent une partie de la séquence des dynorphines à partir d‟hypophyses de porc.67 Le 
préfixe dynor vient du grec pour dire puissance. L‟action de ces peptides lors de tests pharmacologiques 
est effectivement très puissante en comparaison aux autres peptides opioïdes endogènes. 
 
Dans tous les peptides opioïdes reconnus comme étant endogènes, la séquence Tyr-Gly-Gly-Phe 
revient. Cette séquence commune est responsable de l‟action agoniste de ces peptides.68 Les facteurs 
structuraux influençant la sélectivité de ces peptides seront traités subséquemment (partie message-
adresse). 
 
 
Figure 19. Les endomorphines.    
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Dans les peptides opioïdes présentés comme endogènes dans la littérature, il y a aussi les 
endomorphines (figure 19). Ces peptides ont été isolés, caractérisés et marqués dans différents organes. 
Par contre, la communauté scientifique n‟atteint pas de consensus à leur sujet. On ne peut pas vraiment 
dire que ces peptides sont des opioïdes endogènes.
69
 La séquence d‟ADN codant la synthèse de ces 
peptides n‟a pas été identifiée. C'est la raison principale pour ce doute. Donc, la preuve irréfutable que 
ces peptides sont présents sous cette forme exacte dans le corps humain n‟a pas été faite. Même si ces 
peptides sont controversés, ils ont une action sélective et très forte sur MOP.  
 
 
Figure 20. Deltorphines A, B, C et dermorphine.    
 
D‟autres opioïdes non endogènes à l‟espèce humaine sont répertoriés comme des opioïdes endogènes. 
Certaines espèces de grenouille de la famille des Phyllomedusa produisent des heptapeptides opioïdes 
dans leur peau (figure 20).
70
 La présence d‟acides aminés de stéréochimie D dans ces structures est 
inusitée. Les acides aminés D ne peuvent pas être synthétisés dans le corps humain.
71
 Seulement 
certaines bactéries, certains mollusques et amphibiens peuvent en produire.
71
 Le peptide est d‟abord 
synthétisé par l‟organisme avec les acides aminés L. Puis, une modification post-transcriptionnelle se 
fait à l‟aide d‟une enzyme isomérase pour obtenir la séquence contenant l‟acide aminé D.71 La présence 
de cet acide aminé non naturel est un moyen pour ces organismes de sécréter des toxines avec de plus 
longues durées d‟action. Les deltorphines A, B et C sont toutes les trois des peptides agonistes sélectifs 
de DOP. De ces trois séquences, la deltorphine A est connue pour avoir le plus de potentiel. La 
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deltorphine B (ou deltrophine II) est connue comme étant la plus sélective des trois pour DOP.
72
 
D‟ailleurs, la deltorphine II sera utilisée tout au long de cet ouvrage comme agoniste sélectif DOP de 
référence. En plus d‟avoir de la sélectivité, les deltorphines ont été démontrées comme ayant un profil 
pharmacodynamique exceptionnel pour des peptides. Elles possèdent une capacité de pénétration de la 
barrière hématoencéphalique accrue.
73
 Ce passage de la barrière hématoencéphalique serait dû à un 
méchanisme actif de transport lié à la glutamine.
73
 Certaines équipes ont même démontré qu‟elles 
produisent des effets analgésiques sur le CNS lorsqu'elles sont administrées en périphérie.
74
 Dans la 
même famille, la dermorphine, comme son nom l‟indique, est un peptide agoniste sélectif MOP. Son 
potentiel d‟action est de 30-40 fois celui de la morphine. Certaines études indiquent que son potentiel 
de tolérance et de dépendance est moindre.
75
 L‟absence de groupement carboxylate porteur d‟une 
charge négative dans la structure de la dermorphine est un des facteurs majeurs qui contribue à sa 
sélectivité MOP (par rapport aux autres deltorphines).
76
 La nécessité de cette charge négative pour la 
Leu enképhaline sera discutée plus amplement subséquemment. 
 
I.3.2. La peptidomimétique 
 
Un peptidomimétique est une molécule qui est conçue pour mimer un autre peptide.
77
 Le 
peptidomimétique est un analogue synthétique du peptide ciblé. La modification du peptide ciblé est 
souvent choisie en fonction des améliorations pharmacodynamiques ou pharmacocinétiques qu‟elle 
peut apporter. L‟activité biologique, la stabilité métabolique, le transport dans le corps, etc. peuvent être 
améliorés par l‟obtention d‟un peptidomimétique.78 Les modifications apportées au peptide peuvent être 
naturelles ou non naturelles. Le peptidomimétique est synthétisé en laboratoire. Souvent, la 
modification choisie est nommée isostère.
78
 Cela veut indiquer que ce groupement prend la même place 
dans l‟espace ou peut effectuer les mêmes interactions que le groupement modifié. Vu la diversité des 
structures peptidiques (avec des acides aminés L naturels), plusieurs études arrivent à déterminer des 
peptides actifs sur des cibles biologiques. Dans le domaine des opioïdes, l‟identification des peptides 
opioïdes endogènes est aussi une source de peptides actifs. La peptidomimétique permet d‟utiliser les 
informations structurelles et l‟activité biologique d‟un peptide pour en faire un médicament. Le peptide 
à partir duquel on conçoit des peptidomimétiques est nommé peptide parent. On dénote plusieurs types 
de peptidomimétiques qui sont répertorirés.
79
 Le type I fait notament aux peptidomimétiques qui 
comportent des isostères d‟amides, ils peuvent comporter des sections peptidiques.77 Le type II est une 
petite molécule non peptidique qui se lie à un recepteur aux peptides, le site de liaison d‟un tel 
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peptidomimétique est différent du peptide parent.
77
 Le type III (non peptidique lui aussi) est aussi 
constitué d‟un squelete non peptidique qui met en place des groupements présent dans le peptide parent, 
le site de liaison du type III est similaire à celui du peptide parent.
77
 Dans cet ouvrage, le peptide parent 
est la Leu enképhaline et les peptidomimétiques sont de type I. Premièrement, regardons comment 
obtenir des peptidomimétiques d‟une façon générale. 
 
 
 
Figure 21. Modifications ciblées dans le développement de peptidomimétiques.
79
    
 
Les modifications possibles sur la structure d‟un peptide sont aussi nombreuses qu‟on peut l‟imaginer 
(figure 21). Souvent, les modifications typiques des N et C terminaux visent à éliminer l‟ionisation 
possible de ces groupements pour améliorer le profil pharmacocinétique. L‟acétylation du N terminal et 
la modification amide du C terminal sont deux exemples courants.
80
 Pour que le peptidomimétique 
comportant ces modifications soit actif, il faut que ces groupements ne soient pas impliqués dans des 
intéractions d‟importance. Les modifications des chaînes latérales ou des amides visent à améliorer 
l‟activité sur la cible ou à améliorer la résistance aux enzymes qui dégradent le peptide parent. 
L‟introduction de modifications non naturelles peut nuire à la liaison aux enzymes de dégradation.79 Les 
enzymes préfèrent les acides aminés naturels. Les modifications possibles sur les chaînes latérales des 
amides sont décrites aux figures 22 et 23.  
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Figure 22. Exemples de modifications des chaînes latérales.
79
    
 
Une des modifications les plus connues sur les chaînes latérales est l‟alanine scan (figure 22). Chacune 
des chaînes du peptide est changée systématiquement par une alanine. L‟alanine est choisie pour 
maintenir une conformation dans le peptidomimétique qui ressemble à la conformation du peptide 
parent. Un analogue comportant une alanine peut conserver son activité pour la cible biologique. Cela 
indique que l‟acide aminé remplacé n‟était pas important dans les interactions avec la cible.81 Cette 
donnée est d‟une importance primordiale dans la compréhension de la relation structure-activité du 
peptide parent. Pour le scan avec des acides aminés D, le principe est le même, remplacement 
systématique d‟acides aminés.81 L‟importance des orientations des chaînes et des données sur la 
conformation active peuvent être fournies par ce procédé. On peut aussi introduire des dialkyl glycines 
dans le peptide parent aux endroits où la présence d‟acides aminés D semble tolérée. La chaîne latérale 
peut être homologuée (allongée d‟un -CH2-). Son groupement fonctionnel peut être modifié par un 
groupement différent pouvant effectuer des interactions similaires. L‟introduction d‟acides aminés 
déhydro ou d‟acides aminés β méthyle est souvent effectuée pour contraindre les conformations 
adoptées par le peptide.
82
 La rigidification introduite dans un peptidomimétique peut favoriser la liaison 
à la cible. Avec la rigidification, l‟énergie dépensée par la cible par le processus de liaison 
(possiblement par docking induit) est moindre.
83
 Cette rigidification doit se faire pour favoriser 
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l‟adoption de la conformation active du peptide parent dans l‟analogue. Toutes ces modifications sur les 
chaînes peuvent fournir des composés actifs. 
  
 
 
Figure 23. Exemples de modifications du squelette peptidique (isostère d‟amide).84    
 
Un des buts d‟obtenir un peptidomimétique est de garder l‟activité biologique du peptide parent, tout en 
augmentant la résistance aux enzymes de dégradation. Le remplacement des amides du peptide par des 
isostères d‟amides est un moyen d‟y parvenir. L‟isostère d‟amide est une fonction moléculaire qui 
remplace l‟amide. Comme illustré à la figure 23, plusieurs de ces modifications ont été élaborées dans 
des peptides.
84
 Certaines conservent un caractère sp
2
 qui était présent dans l‟amide (ex : depsipeptide, 
N-alkyle amide, alcène, thioamide). D‟autres ne le conservent pas (ex : amide réduit, méthylène amide). 
Ces dernières sont considérées comme moins rigides que l‟amide qu‟elles remplacent. Certaines 
modifications tentent de mimer une partie des dipôles présents dans l‟amide de départ (hydroxy 
éthylène, méthylène amide, fluoroalcène) pour conserver une partie des interactions intermoléculaires 
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de type dipolaire considérées comme importantes.
84,85
 C‟est la même chose au niveau des interactions 
de type pont H qui peuvent être modulées par le remplacement d‟un amide par un isostère. D‟ailleurs, 
une majorité des travaux effectués dans cet ouvrage touche ce dernier point. Lorsque la cible biologique 
est une enzyme, certains isostères d‟amide sont introduits spécifiquement. Cette introduction se fait 
dans des peptides reconnus pour être clivés par l‟enzyme ce qui crée des inhibiteurs. Normalement, ces 
fonctions sont des mimétiques de l‟état de transition du mécanisme de dégradation du peptide parent 
(sulfonamides, phosphonamides, etc.).78 Plusieurs modifications sont possibles sur le squelette du 
peptide. Ces études sont le plus souvent faites en deuxième lieu des études de modifications sur les 
chaînes latérales et ce, principalement à cause de difficultés synthétiques liées à l‟introduction d‟un 
isostère d‟amide.   
 
 
 
Figure 24. Peptidomimétiques obtenus par stratégie de cyclisation.
86
    
 
Comme introduit précédemment, la rigidification du peptide peut avoir un grand impact sur ses 
propriétés. Dans cette optique, une stratégie utilisée couramment est celle de la conception d‟un peptide 
cyclique (figure 24).
86
 Dans ce type de conception, l‟introduction d‟un cycle vient limiter les 
conformations possibles dans l‟analogue. Aussi, la métabolisation par les enzymes est limitée. Une 
augmentation de la perméabilité aux membranes biologiques est souvent notable.
86
 Le choix d‟une des 
différentes stratégies présentées à la figure 24 se fait en fonction des informations structure-activité 
disponibles sur le peptide parent. Les groupements du peptide parent non connus pour interagir avec la 
cible sont choisis comme endroit où former le cycle.
86
 Dans un exemple plus concret, l‟extrémité N 
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terminale des peptides opioïdes est connue comme une des interactions vitales à leur action sur les 
récepteurs aux opioïdes.
87
 Donc, la stratégie de cyclisation tête-à-chaîne et tête-à-queue n‟est pas une 
bonne conception à choisir pour cette cible.  
 
I.3.3. Les analogues d‟enképhalines 
 
Dans les stratégies décrites précédemment pour obtenir des peptidomimétiques, plusieurs ont été 
appliquées à la Leu enképhaline. Ce peptide est utilisé pour élaborer de nouvelles stratégies. Dans la 
littérature, plusieurs modifications ont été appliquées à la Leu enképhaline sans mention de l‟activité 
biologique de ces peptides. La Leu enképhaline est vue comme l‟exemple classique.87 Dans d‟autres 
cas, les modifications sont appliquées à des analogues déjà connus de la Leu enképhaline. Puisque la 
modification n‟est pas faite sur le peptide parent mais sur un analogue, les déductions quant à 
l‟importance (dans la Leu enképhaline) de la fonction modifiée sont difficiles puisqu‟elles sont trop 
indirectes. Dans cette section, plusieurs exemples connus d‟analogues de la Leu enképhaline vont être 
détaillés. 
 
 
 
Figure 25. Modifications tolérées sur Tyr et Phe dans la Leu enképhaline.    
 31 
Plusieurs analogues de la Leu enképhaline comportant des chaînes latérales modifiées ont été rapportés 
comme actifs sur DOP.
87
 La figure 25 donne un bon exemple de la relation structure-activité pour Tyr 
et Phe. Seulement les modifications les plus reconnues comme ayant un impact clair sont résumées ici. 
Premièrement, les 2 acides aminés aromatiques (Tyr et Phe) sont essentiels à l‟activité du peptide.87 
Pour avoir une activité sur DOP, l‟analogue doit comporter une amine basique et non encombrée au N 
terminal. Le maximum du caractère agoniste est obtenu lorsque l'amine est primaire. L‟ajout de 
groupements allyles sur l‟azote est reconnu comme étant un moyen facile d‟obtenir un peptide 
antagoniste à partir de la Leu enképhaline.87
 
Le noyau aromatique de Tyr doit comporter un donneur de 
pont H en position para.
88
 L‟utilisation d‟une 2,6-diméthyl tyrosine limite les conformations de cet 
acide aminé. Cette utilisation définit l‟espace ch différemment et limite certains angles de rotation.89  
Cette modification est reconnue comme étant liée à une augmentation non sélective de l‟activité.89 
Récemment, elle a été appliquée à un grand nombre de peptides opioïdes. L‟introduction d‟un 
groupement électroattracteur sur le noyau Phe augmente l‟activité de façon non sélective.90 Les données 
sur l‟inversion des centres chiraux (scan acides aminés D) et l‟importance des chaînes (alanine scan) 
seront décrites tout le long de cet ouvrage. Les relations pour les résidus 2, 3 et 5 sont discutées dans 
l‟introduction du chapitre 4. 
 
 
Figure 26. Isostères d‟amides appliqués à la Leu enképhaline.   
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Plusieurs isostères d‟amides dans ceux décrits précédemment (figure 23) ont été introduits dans la 
structure de la Leu enképhaline. Ils sont répertoriés de façon exhaustive à la figure 26. Le nombre de 
recherches consacrées aux liens amides est relativement faible par rapport aux recherches sur les autres 
modifications structurales de ce peptide. Seulement les deux modifications thioamide
91
 et 4-
imidazolidinone sont répertoriées dans la littérature comme ayant fait l‟objet d‟un remplacement 
systématique de tous les liens amides de la Leu enképhaline.
92
 Les autres modifications répertoriées de 
type N-méthyl amide
93
, tétrazole
94
, sulfonamide
95
, phosphonamide
96
, cétométhylène
97
, méthylène amide 
(portant un CF3)
98
 et amide rétro-inverso, n'ont pas été effectuées de façon systématique sur la Leu 
enképhaline.
99
 De ces recherches, très peu d‟analogues ont été identifiés comme étant actifs sur DOP. Il 
est possible que le choix de la modification et l‟approche non systématique de ces recherches soient en 
cause. Tout au long de cet ouvrage, le potentiel de l‟approche systématique que nous avons prise dans 
l‟introduction d‟isostères d‟amide dans la Leu enképhaline sera démontré.  
 
 
 
Figure 27. Conception de l‟analogue DAMGO (D-alanine2 N-Méthylamide-Phénylalanine4 Glycinol5 
enképhaline). 
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Les résultats analogues précédemment traités ont fourni des informations cruciales sur les modifications 
tolérées dans des peptidomimétiques opioïdes. Les résultats de ces études combinées peuvent donner 
lieu à la conception de peptidomimétiques comportant plusieurs modifications comme le DAMGO.
100
 
Cet exemple est une démonstration du potentiel de la peptidomimétique dans le domaine des opioïdes. 
La compréhension des facteurs influençant la stabilité biologique et la sélectivité (DOP/MOP) de la Met 
enképhaline a conduit à l‟élaboration de ce peptidomimétique agoniste sélectif MOP (sélectivité de plus 
de mille fois pour MOP).
100
 Les améliorations dans le DAMGO sont présentées à la figure 27. Le 
DAMGO n'est pas utilisé comme analgésique. Par contre, son usage dans les recherches précliniques est 
primordial à l‟avancement de la compréhension de l‟importance de MOP chez l‟animal. 
 
 
 
Figure 28. Conception de l‟analogue DADLE (D-alanine2 D-leucine5 enképhaline).    
 
Le DADLE, quant à lui, est un bon exemple de la compréhension de la relation structure-activité de la 
Leu enképhaline pour obtenir un peptidomimétique sélectif DOP (affinités : Ki DOP = 0.18nM ; Ki 
MOR = 85nM).
101,102
 Le DADLE n'est pas le ligand le plus sélectif pour DOP. Seulement deux petites 
modifications apportées sur le peptide apportent de grands changements sur les propriétés 
pharmacologiques (figure 28). La présence d‟acides aminés D aide à la résistance métabolique.102 
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L‟impact des acides aminés D sur la sélectivité du peptide est moins clair. La conformation du peptide a 
un rôle à jouer dans la sélectivité de celui-ci. La présence seule d‟une D alanine en position 2 
n‟implique pas de changement de sélectivité, car elle est présente aussi dans le DAMGO. Dans le 
DADLE, les deux modifications ont un effet synergique sur la sélectivité.
103
 De plus, le DADLE est le 
seul agoniste peptidique sélectif pour DOP qui a été rapporté avoir été testé chez l‟humain.104 Le 
composé était actif par injection intrathécale au même titre que la morphine.
104
  
 
 
 
Figure 29. Analogues cycliques de la Leu enképhaline (exemples notoires).    
 
Plusieurs stratégies d‟analogues cycliques ont été tentées sur la Leu enképhaline. Les plus connues 
(figure 29) sont des stratégies de cycle chaînes à chaînes. Le DCDCE est un des premiers exemples 
d‟analogue cyclique de la Leu enképhaline. Il a été répertorié comme étant actif sur DOP. Cet analogue 
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est non sélectif (affinités : IC50 DOP = 1.63nM ; IC50 MOR = 3.65nM).
105
 La conception d‟analogues 
cycliques est grandement appuyée par l‟hypothèse que la conformation active de la Leu enképhaline est 
repliée. Par la suite, le peptidomimétique DPDPE (analogue de DCDCE) s‟est avéré être un agoniste 
hautement sélectif pour DOP.
106
 Le DPDPE est un outil d‟étude très intéressant. Son potentiel 
analgésique chez l‟animal est plus faible que les études pharmacologiques in-vitro laissent prévoir, 
possiblement à cause de difficulté au niveau distribution dans l‟organisme.107 Après le développement 
du DPDPE qu‟il a fait en collaboration à l‟époque avec le Pr Hruby, le Pr Mosberg s‟est intéressé 
davantage à la conception de peptides cycliques sélectifs. Avec l‟aide de modèles de récepteurs (utilisés 
en modélisation moléculaire), Mosberg et son équipe ont développé le JOM13 (agoniste sélectif DOP) 
et le JOM6 (agoniste sélectif MOP). Ces deux peptides possèdent une structure de type tétrapeptide 
cyclique.
108
 Les modèles actifs et inactifs des récepteurs aux opioïdes du Pr Mosberg sont devenus une 
référence dans le domaine du développement d‟analgésique.109 Certains exemples de cycle chaîne à 
queue ont été rapportés dans la littérature. Cette stratégie de cyclisation a été grandement utilisée par le 
Pr Schiller qui a rapporté le peptide cyclique suivant : Tyr-[L-Cys-Gly-Phe-Leu] (figure 29). Ce peptide 
est un agoniste MOP.
110
 La rigidité de ces peptides aide grandement leur sélectivité. Les interactions 
responsables de ces sélectivités sont discutées dans la section concept message-adresse (section I.3.5.). 
 
 36 
 
 
Figure 30. Analogues mimétiques de tournant β. 112,113 
 
De nombreux analogues cycliques de la Leu enképhaline appartiennent à la catégorie des mimétiques 
de tournant β (figure 30). Une conformation active de type tournant β dans la Leu enképhaline a été 
émise comme hypothèse par de nombreuses équipes. Les mimétiques de tournant β sont encore plus 
rigides et contraints dans l‟espace que les autres analogues cycliques présentés à la figure 29. Ces 
mimétiques peuvent être obtenus de deux façons soit en introduisant une attache interne ou en utilisant 
une structure externe contraignant le peptide à effectuer un tournant β.111 La contrainte externe laisse 
plus de liberté au niveau de la conformation. Par contre, elle introduit un plus gros groupement à 
l‟extérieur du peptide qui peut avoir un encombrement stérique avec le récepteur. Aucun analogue 
mimétique de tournant β n‟a été appliqué à la Leu enképhaline avec un succès retentissant. Il y a 
souvent des pertes d‟activités comme dans les exemples de la figure 30 de Kihlberg (affinités : IC50 
MOP > 1 μM ; IC50 DOP > 1 μM)
112
 et Lubell (affinités : IC50 MOP = 8.7 μM : IC50 DOP = 3.8 μM ).
113
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I.3.4. Peptides opioïdes : développements récents 
 
La section précédente contient un résumé de plusieurs recherches sur les opioïdes. Il est important de 
mentionner que la recherche dans le domaine des opioïdes est toujours active et en train d‟innover 
actuellement. Des recherches physiologiques ont montré qu‟un traitement à la morphine combiné avec 
un traitement au naltrindole ne causait pas de dépendance chez la souris.
114
 Plusieurs équipes de 
recherche se sont penchées sur l‟obtention d‟une molécule ayant à la fois un caractère agoniste MOP et 
antagoniste DOP.  
 
 
 
Figure 31. Dimère MDAN-21 (Portoghese 2001).    
 
L‟équipe de recherche du professeur Portoghese s‟est beaucoup intéressée à ce développement. Par le 
passé, les chercheurs de l‟équipe du professeur Portoghese ont développé les antagonistes sélectifs 
suivants : β-fulnaltrexamine (β-FNA)115, naltrindole47, nor-BNI116, naltriben117. De plus, selon eux, les 
récepteurs aux opioïdes sont présents sous plusieurs formes dimériques (homodimérique ou 
hétérodimérique) dans le corps humain.
118
  Leurs recherches ont été orientées pour créer des molécules 
qui agissent sur ces dimères. 
 
La molécule de MDAN-21 contient deux ligands reliés par un espaceur de 21 atomes (figure 31).
119
 Le 
naltrindole joue le rôle d‟antagoniste sélectif DOP et l‟oxymorphone joue le rôle d‟un agoniste MOP. 
Selon leurs recherches, les évidences démontrent que les deux ligands peuvent lier, de façon juxtaposée, 
les deux récepteurs qui forment un hétérodimère DOP/MOP. Ils ont prouvé que la longueur de 
l‟espaceur influence le développement de dépendance chez la souris.120 De plus, le MDAN-21 est actif 
chez le singe et est potentiellement envisageable comme analgésique pour la douleur chronique.
121
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Figure 32. Conception rationnelle d‟analogues de DCDCE (Mosberg 2012).    
 
Pour le développement de ligands opioïdes sélectifs par conception rationnelle, les travaux du 
professeur Mosberg sont dans une classe à part. L‟utilisation de ses modèles informatiques des 
récepteurs aux opioïdes lui a permis de comprendre de façon très précise ce qui cause l‟agonisme et 
l‟antagonisme.122 Avec des modèles actifs et passifs pour chacun des récepteurs aux opioïdes, son 
équipe a réussi à produire des ligands agonistes MOP et antagonistes DOP qui ont le même 
pharmacophore.
123
 Les analogues de DCDCE, présentés à la figure 32, sont un bon exemple du niveau 
de compréhension obtenu par cette méthode de conception.
124
 Parmi ces molécules, certaines se lient à 
DOP et MOP avec des affinités similaires, mais n‟activent que MOP. La grandeur du cycle dithioéther 
de l‟analogue rigidifie le ligand. La présence d‟un groupement naphtalène cause de l‟encombrement 
stérique seulement dans le modèle DOP actif. Ces particularités structurales sont les raisons données 
derrière les caractéristiques très spéciales de cette série d‟analogues. 
 
 
 
Figure 33. Développement d‟analogues de DALDA (Schiller 2012).    
 
L‟équipe du professeur Schiller s‟est intéressée à DOP par le passé. Actuellement, leurs efforts 
semblent être sur l‟activation sélective de MOP dans le but d'obtenir des analgésiques. Le peptide 
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DALDA est un agoniste sélectif MOP (sélectivité de plus de 10000 fois pour MOP) avec un fort 
potentiel analgésique chez l‟animal125. Il a d‟ailleurs été développé par leur équipe.126 Récemment, cette 
équipe a développé de nouveaux analogues du DALDA (figure 33). Certains possèdent un profil 
pharmacocinétique amélioré.
127
 Cet exemple démontre que la recherche dans le développement de 
peptides opioïdes linéaires est encore d‟actualité. 
 
 
 
Figure 34. Développement d‟analogues alcènes de DCDCE (Hruby 2007).    
 
De nouvelles réactions ont fait leur apparition dans la synthèse d‟analogues cycliques de la Leu 
enképhaline. La fermeture de cycle par métathèse d‟alcène avec le catalyseur de Grubb a permis 
l'obtention de certains peptides cycliques.  Ces peptides comportent un alcène au même endroit que le 
lien disulfure dans certains peptides.
128
 Par ce moyen, l‟équipe du professeur Hruby a synthétisé et 
caractérisé l‟analogue de DCDCE présenté à la figure 34.129 Ce peptidomimétique retient une bonne 
partie du profil pharmacologique de la Leu enképhaline  (affinités : Ki MOP = 1.35 nM ; IC50 DOP = 
0.43 nM).
129
 
 
I.3.5. Le concept message-adresse 
 
De toutes les structures présentées précédemment, certaines caractéristiques structurelles communes 
resurgissent. L‟étude des relations structure-activité des opioïdes est vaste, mais comporte des facteurs 
communs indéniables. Une des théories les plus reconnues lors de l‟explication d‟une relation structure-
activité d‟un opioïde est le concept message-adresse. Ce concept a été introduit par l‟équipe du 
professeur Portoghese.
130
 Le concept message-adresse est un moyen de comprendre les relations 
structurelles des opioïdes. Il permet la conception d‟agonistes ou d‟antagonistes sélectifs pour les 
différents récepteurs aux opioïdes. Ce concept a d‟ailleurs été validé par les différentes études de 
mutagenèse
37
 et de cristallisation des récepteurs aux opioïdes (pour références voir section I.3.6). Dans 
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ce concept, la partie de la molécule qui est responsable de l‟action sur le récepteur est nommée 
message. Cette partie interagit avec des acides aminés identiques dans tous les récepteurs aux opioïdes. 
Donc, la partie message du ligand (en noir) se trouve dans le fond du récepteur (en gris) et possède des 
interactions qui activent (agoniste) ou pas (antagoniste) le récepteur (figure 35). Ces interactions 
responsables de l‟action du ligand sont les mêmes dans MOP, DOP et KOP. Donc, si un ligand possède 
seulement une section message (selon cette théorie), il sera un agoniste ou un antagoniste non sélectif 
de MOP, DOP et KOP. 
 
À la figure 35 est illustrée la seconde moitié de la molécule nommée l‟adresse. La pochette de liaison 
des récepteurs aux opioïdes est comme une coupe. Dans le fond de la coupe, les acides aminés sont 
conservés (message), mais sur le bord de la coupe, certains acides aminés ne sont pas les mêmes entre 
les différents récepteurs aux opioïdes. Les interactions de la partie du ligand nommée adresse avec cette 
partie des récepteurs constituée d‟acides aminés non conservés entre les différents types sont 
responsables de la sélectivité.
131
 Les résidus des récepteurs ne sont pas les mêmes à cet endroit. Une 
interaction favorisée avec un de ces résidus entraîne la sélectivité d‟un ligand pour le récepteur en 
question. De la même manière, une interaction défavorable, comme un encombrement stérique, diminue 
la liaison du ligand à ce récepteur et donne de la sélectivité pour les deux autres. 
 
 
 
Figure 35. Concept message-adresse illustré.    
 
 41 
De façon standard, les modifications sur l‟adresse du ligand apportent peu ou pas de changement à 
l‟action agoniste ou antagoniste du ligand.130 En théorie, le concept message-adresse permet de 
concevoir un agoniste ou un antagoniste et d‟ajuster sa sélectivité pour un récepteur particulier. En 
réalité, le concept message-adresse est un bon outil de travail et d‟aide à la compréhension. Par contre, 
quelques exceptions et déviations sont possibles.
132
 Regardons plus en détail la partie message. 
 
 
 
Figure 36. Modèle en trois points.
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À la figure 36 est présenté le modèle de liaison en trois points des récepteurs aux opioïdes. Ce modèle 
est antérieur au concept message-adresse. Il permet de comprendre l'essentiel de la partie message dans 
un opioïde de type morphinique (pharmacophore).
133
 Les deux points qui forment la partie message de 
la morphine sont le site cationique et le site phénol. La zone hydrophobe est davantage reliée à la partie 
adresse. Le cyclohexène de la morphine (illustré à la figure 36) n‟est pas responsable de la sélectivité ; 
il est à noter que la présence ou l‟absence d‟un groupement additionnel à cet endroit de la molécule 
influence fortement la sélectivité. Le site cationique est une amine basique dans la morphine. Il est relié 
au caractère agoniste. Pour obtenir un antagoniste, il faut ajouter des groupements encombrants 
stériquement ou qui diminuent le caractère basique de l‟amine. Le site phénol aussi est relié au caractère 
agoniste du ligand. Pour le site phénol, la dérivation du phénol en anisole diminue de beaucoup la 
liaison aux récepteurs aux opioïdes. Encore dans la morphine, la zone hydrophobe ne comporte pas de 
caractéristiques qui aident à la liaison de KOP. Cette zone hydrophobe (dans la morphine) ne discrimine 
pas vraiment la liaison de DOP et de MOP.
11
 Cela explique pourquoi dans le corps humain la morphine 
 42 
a une si faible sélectivité d‟action sur MOP. Outre la morphine, on peut voir que le site cationique et le 
site phénol sont présents dans la très grande majorité des opioïdes. 
 
 
 
Figure 37. Identification du noyau tyramine, en gras (l‟essentiel du message).    
 
L‟addition du site cationique (amine) et du site phénolique donne le noyau tyramine.134 Dans certains 
opioïdes, cet ensemble constitue à part entière la section message du ligand. Le noyau tyramine est en 
fait constitué d‟une tyrosine avec la partie acide carboxylique soustraite. La longueur de l‟espaceur 
entre le phénol et l‟amine est normalement deux carbones, mais elle peut varier dans certains opioïdes. 
Dans le BW373U86, elle est d'un carbone et dans le Tan 67, elle est de trois carbones. À l'intérieur du 
BW373U86, les deux azotes basiques peuvent contribuer au site cationique nécessaire.
135
 
L‟identification du noyau tyramine dans un opioïde est quelque chose de simple. Par contre, certains 
opioïdes n‟en possèdent pas, comme la Salvinorine A (figure 8).136  L‟identification de la section 
adresse du ligand est parfois plus ardue. Nous allons survoler les différentes adresses qui peuvent être 
utilisées pour obtenir de la sélectivité pour MOP, DOP ou KOP. 
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Figure 38. Identification de l‟adresse MOP.    
 
L‟adresse nécessaire pour obtenir de la sélectivité MOP est difficile à décrire (figure 38). La section 
adresse d‟un ligand sélectif MOP est normalement petite et dépourvue de fonctions ionisables. Elle est 
normalement assez hydrophobe et comporte un donneur ou un accepteur de pont H. On peut voir que la 
zone du ligand qui donne la sélectivité MOP peut être différente. Le tout dépend du type du ligand 
(morphinique, peptidique, etc.). La partie message du ligand a un grand impact sur le positionnement et 
la conformation du reste de la molécule dans MOP. Donc, la partie adresse doit être ajustée en fonction 
de la partie message. 
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Figure 39. Identification de l‟adresse DOP.    
 
Pour ce qui est de la partie adresse DOP, les similitudes entre les différents types d‟opioïdes sont plus 
grandes (figure 39). Normalement, la partie adresse DOP est constituée d‟une fonction hydrophobe plus 
encombrante que l‟adresse MOP.47 La partie adresse DOP peut comporter un groupement aromatique. 
L‟hydrophobicité de ce groupement est dénotée comme étant plus importante que sa capacité à faire des 
interactions de type empilement π. De plus, la partie adresse peut comporter une fonction anionique. 
Elle est souvent un carboxylate dans le cas des peptides sélectifs DOP (comme DPDPE figure 39, 
DADLE figure 28 ou Deltorphine II figure 20). On peut voir que les adresses sont les plus similaires 
entre ligands de même nature. Le mode de liaison de DOP est quelque peu différent entre les différents 
types d‟opioïdes. L‟adresse doit être ajustée en fonction de l‟impact du reste de la molécule. 
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Figure 40. Identification de l‟adresse KOP (partie basique de l‟adresse).    
 
La partie adresse des ligands sélectifs KOP est plus évidente à rationaliser. La sélectivité KOP/MOP et 
KOP/DOP est plus facile à obtenir chez un ligand que la sélectivité MOP/DOP qui reste un plus grand 
défi.
137
 L‟adresse KOP est essentiellement une fonction cationique souvent constituée de l‟acide 
conjugué (cation ammonium) d‟une amine basique (figure 40). Une des premières applications de ce 
concept message-adresse sur KOP est l‟antagoniste sélectif GNTI (guanine naltrindole).138 Les 
dynorphines comportent aussi des sections cationiques qui leur confèrent leur sélectivité en tant que 
ligands endogènes. Ces sections sont constituées de plusieurs acides aminés basiques protonés. Dans la 
molécule de nor-BNI, qui est en fait un dimère symétrique, une des moitiés du dimère interagit comme 
le message et l‟autre moitié comme l‟adresse. Un des deux atomes d‟azotes protoné fait partie du 
message dans une des moitiés. L'autre atome d‟azote protoné donne une adresse cationique (KOP) avec 
l‟autre moitié. Cela explique la sélectivité de cet antagoniste.139 Certains agonistes sélectifs KOP, 
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comme le U50-488 (figure 16), ne respectent pas exactement le concept message-adresse. Leur mode de 
liaison différent explique que leur sélectivité échappe un peu au concept.   
 
I.3.6. La structure tridimensionnelle des récepteurs aux opioïdes 
 
Le domaine des opioïdes et du développement d‟analgésiques contient une vaste étendue de 
connaissances sur les interactions entre ligands et récepteurs. La compréhension du concept message-
adresse ainsi que d‟autres concepts et connaissances sur les récepteurs aux opioïdes a été approfondie 
par la publication de la structure cristalline (rayons X) des trois récepteurs aux opioïdes.
140
 Ces 
publications marquent une avancée majeure dans la compréhension des interactions entre ligands et 
récepteurs. La structure tridimensionnelle des récepteurs aux opioïdes avait été étudiée par modélisation 
moléculaire (contribution majeure de Mosberg).
122
 La publication des structures rayons X n‟est pas 
venue révolutionner totalement notre vision de la structure de ces récepteurs.122 C‟est grâce aux 
nouvelles méthodes de cristallisation de GPCR que ces récepteurs ont pu être cristallisés. L‟inclusion 
d‟une protéine hautement cristalline (protéine T4L) dans la troisième boucle intracellulaire a été utilisée 
dans les trois cas.
140
 Les trois récepteurs ont été cristallisés avec des antagonistes (DOP : naltrindole, 
MOP : β-FNA, KOP : JDTic). Il faut considérer que ces structures sont les structures inactives des 
récepteurs.140 À cause des interactions de la Leu enképhaline avec DOP, la structure active de celui-ci 
peut être différente de celle du cristal.  
 
 
 
Figure 41. Différentes vues de la structure du cristal de DOP.    
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À la figure 41, on peut voir la structure de DOP avec le naltrindole à l‟intérieur. Le domaine 
transmembranaire 1 (TM1) ne semble pas interagir avec l‟antagoniste. Par la vue membranaire, on peut 
constater que le ligand semble assez profond dans le récepteur. Il ne semble pas interagir avec les 
boucles extracellulaires, mais bien avec le haut des domaines transmembranaires. La vue du dessus 
nous montre que DOP possède une pochette de liaison ouverte et profonde. La même chose est vraie 
pour MOP et KOP.
140
 Cette pochette est accessible au solvant. L‟ouverture du récepteur peut être 
modulée par la présence de la protéine G. Cette protéine, par son encombrement sur la partie 
intracellulaire, peut rapetisser la pochette de liaison.16  
 
 
 
Figure 42. Comparaison des différentes structures rayon X rapportées pour DOP, MOP et KOP.    
(Les endroits comportant le plus de différences entre les trois structures sont indiqués par une flèche.) 
 
Une fois la structure de DOP regardée en détail (figure 41), on peut s‟attarder sur les différences entre 
DOP, MOP et KOP à la figure 42. Les flèches de la figure 42 indiquent les endroits les plus différents 
entre les trois structures. Le TM1 est très différent entre les récepteurs. Ce fait n‟entraîne pas une 
différence dans les pochettes de liaison. TM1 n‟est pas vraiment impliqué dans celles-ci. Le bas de 
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TM5 présente aussi une différence. Encore là, l‟impact sur la pochette de liaison est léger. Les 
différences majeures dans les structures des trois récepteurs se trouvent dans leurs boucles 
extracellulaires 2 et 3. À la figure 43 se trouve une illustration agrandie de ces structures. 
 
Les boucles extracellulaires d‟un GPCR sont souvent les parties les moins rigides de leur structure. Cela 
est d‟ailleurs le cas pour les récepteurs aux opioïdes.140 Les antagonistes cristallisés avec les récepteurs 
ne possèdent que peu d‟interactions avec les ECL2 et ECL3. L‟importance de la différence entre ces 
structures peut augmenter pour un ligand plus imposant comme un peptide. Pour ECL2, on peut voir 
que la section du feuillet  est moins grande dans MOP (en noir). ECL2 dans KOP est légèrement plus 
longue avec des acides aminés additionnels de type acide. Pour ECL3, les différences sont encore plus 
marquées. Cette section dans KOP n‟est pas incluse dans le cristal. Elle manque de rigidité, ce qui 
constitue une grosse différence entre les trois récepteurs. Ensuite, pour MOP et DOP, ce segment 
peptidique (ECL3) ne semble pas adopter la même courbure. Le segment DOP est plus long.   
 
 
 
Figure 43. Comparaison des boucles extracellulaires (ECL2 et ECL3) de DOP, MOP et KOP.   
 
Une fois la structure générale du récepteur scrutée, on regarde les interactions du naltrindole avec les 
acides aminés de DOP. La publication des structures cristallines est venue illustrer un lien direct entre 
les structures publiées et le concept message-adresse.140 Les interactions les plus conservées et les plus 
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importantes dans tous les récepteurs aux opioïdes sont effectuées par la partie message du ligand. Il 
s'agit plus précisément des interactions avec le noyau tyramine. Les noyaux tyramines des trois 
antagonistes (DOP : naltrindole, MOP : β-FNA, KOP : JDTic) sont illustrés à la figure 44. Les 
interactions rapportées dans les publications sont aussi présentées dans la figure. La numérotation des 
a.a. correspond à celle de DOP).140
a
 Le pont salin entre Asp128 et l‟amine est reconnu comme une 
interaction clé. Un pont hydrogène transmis par deux molécules d‟eau (boules noires à la figure 44) est 
présent entre le phénol et His 278. Les résidus Tyr129, Ile277 et Val 281 font des interactions 
hydrophobes avec le noyau tyramine des trois ligands. Ces interactions sont connues comme étant 
nécessaires pour la quasi-totalité des opioïdes (exemple d‟exception : Salvinorine A).136 
 
 
 
Figure 44. Interaction de la partie tyramine du naltrindole, JDTic et β-FNA (message). 
 
À la figure 45, on peut voir les autres interactions du naltrindole avec DOP qui viennent compléter sa 
reconnaissance du récepteur. Le cyclopropane de naltrindole effectue des interactions hydrophobes avec 
Tyr308 et Trp274. Ces interactions ont un impact sur la nature antagoniste de l‟action du ligand. Tyr129 
fait une interaction de type pont H avec le lien éther du naltrindole. Val217, Met132 et Ile304 font des 
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interactions hydrophobes avec la partie morphinique du ligand. Lys214 est très proche de l‟azote de 
l‟indole. Elle est possiblement impliquée dans un pont H aussi. Comme illustré à droite de la figure 45, 
les acides aminés du haut de DOP qui interagissent avec le naltrindole sont différents des acides aminés 
au même emplacement dans MOP et KOP. Ces interactions hydrophobes entre la partie adresse du 
ligand (l‟indole) et les acides aminés (Leu300, Trp284) sont responsables de la sélectivité DOP de ce 
ligand. À l‟endroit de Leu300 dans MOP et KOP, il y a respectivement Trp320 et Tyr312. Ces acides 
aminés plus gros causent un encombrement stérique avec la partie indole. Cet encombrement est 
reconnu comme le premier facteur de la grande sélectivité DOP de ce ligand.
141
 
 
 
 
Figure 45. Lien entre le concept message-adresse et la structure de DOP, MOP et KOP. 
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Figure 46. Carte 2D des interactions ligands récepteurs.
140
   
 
Avec la publication des structures tridimensionnelles, une carte bidimensionnelle des interactions 
importantes de chacun des ligands avec son récepteur a aussi été fournie (figure 46).
140
 Les interactions 
du naltrindole avec DOP sont les mêmes que celles listées précédemment. Les interactions du β-FNA 
avec MOP sont presque similaires avec celles du naltrindole. Il y a l‟exception des interactions faites 
avec des acides différents pour la même position dans MOP (a.a. soulignés à la figure 46). Le β-FNA 
fait un lien covalent avec le récepteur MOP par la Lys233 de celui-ci. Cela illustre bien les légères 
subtilités qui donnent une sélectivité DOP plutôt que MOP. Dans le cas du JDTic avec KOP, il y a une 
 52 
plus grande différence dans le mode de liaison. Les interactions présentées à gauche de JDTic avec 
KOP sont les mêmes que celles présentées pour le naltrindole avec DOP. Par contre, celles présentées à 
droite avec les acides aminés Tyr312, Val118, Trp124, Leu135 sont bien différentes. La partie 
pipéridine du JDTic occupe un espace dans KOP qui n‟est pas occupé par le naltrindole dans DOP. 
Cette structure cristalline de JDTic avec KOP illustre bien la nature différente du mode de liaison du 
récepteur par ce ligand. Certains ligands sélectifs KOP, analogues au naltrindole comme le GNTI, 
occupent environ le même espace que celui-ci, mais dans KOP.140
c
 Les sélectivités pour KOP du 
GNTI et du nor-BNI sont attribuées à l‟interaction de leurs adresses basiques avec un acide glutamique 
dans KOP (à la même position que Trp284 dans DOP). 
 
Finalement, dans un dernier regard sur la partie adresse des ligands sélectifs, les auteurs de ces 
publications de cristaux nous proposent une cartographie des acides aminés potentiellement impliqués 
dans la sélectivité.140
a
 Pour être en mesure de reproduire et d‟adapter leur figure, nous avons listé 
(tableau 2) certains acides aminés. Ils ont été choisis en consultant la littérature et en comparant les 
séquences des trois récepteurs. 
 
Tableau 2. Liste des résidus potentiellement déterminants de la sélectivité DOP et leur correspondance 
dans MOP et KOP. 
 
DOP MOP KOP DOP MOP KOP DOP MOP KOP 
Lys108 Asn129 Val118 Met199 Thr220 Ser211 Thr285 Ala306 Ala298 
Ile183 Val204 Ala193 Gln201 Thr222 Gln213 Asp288 Thr309 Ser301 
Val188 Thr209 Gly198 Pro203 Ser224 Pro215 Asp290 Pro311 Ser303 
Pro191 Tyr212 Val201 Ser204 His225 Asp216 Arg291
a
 Glu312 His304 
Gly194 Gly215 Asp206 Pro205 Pro226 Asp217 Val297 Thr317 Leu309 
Ala195 Ser216 Val207 Ser206 Thr227 Asp218 Leu300
a
 Trp320 Tyr312 
Val197 Asp218 Glu209 Trp284
a
 Lys305 Glu297    
a) Résidu considéré comme important 
 
Ces acides aminés sont principalement localisés dans le haut des domaines transmembranaires et dans 
les ECL2 et ECL3. Trp284, Arg291 et Leu300 sont considérés comme des acides aminés importants 
pour la sélectivité DOP de plusieurs ligands. Tous les ligands sélectifs n‟ont pas les mêmes interactions 
 53 
qui déterminent leur sélectivité. La figure 47 montre une vue de la surface de DOP avec en noir les 
acides aminés potentiellement impliqués dans une sélectivité. Dans cette illustration, il est flagrant que 
ces acides aminés sont situés sur les rebords de la pochette de liaison et non pas dans ses profondeurs. 
Le naltrindole y est illustré à titre d‟exemple, la Leu300 (qui fait partie de la surface en noir) est le 
résidu essentiellement important pour la sélectivité du naltrindole. Puisque le naltrindole est rigide, 
cette seule interaction avec un résidu non conservé lui donne sa sélectivité. Dans d‟autres opioïdes 
moins rigides et plus gros (comme des peptides), la sélectivité provient d‟interactions avec plus d‟un 
acide aminé de la surface en noir (figure 47). L‟opioïde a plus de chance d‟avoir une sélectivité accrue 
si sa partie adresse interagit avec les rebords du récepteur. Il faut garder en tête que la sélectivité d‟un 
opioïde ne provient pas toujours du ou des mêmes acides aminés non conservés. De plus, les résidus en 
noir peuvent intéragir lorsque le ligand s‟introduit dans la pochette de liaison. Des interactions lors de 
cette introduction peuvent légèrement affecter la sélectivité, puisque le prossesus de liaison est 
dynamique.  
 
 
 
Figure 47. Visualisation des déterminants potentiels de la sélectivité DOP.  
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I.4 Le développement de composés peptidiques actifs au CNS 
 
Après une exploration détaillée des opioïdes et des analgésiques, voici maintenant nos travaux qui 
portent sur le développement d‟agonistes sélectifs DOP. Notre conception est liée à une analogie de la 
Leu enképhaline. L‟action endogène de ce ligand peptidique a été jugée idéale par notre groupe de 
recherche. Les principaux buts du projet sont le développement d‟agonistes sélectifs DOP fournissant la 
même action analgésique et la compréhension intime de la relation structure-activité de ce peptide avec 
DOP. Les trois premiers chapitres traitent d‟analogues obtenus par remplacement systématique des 
liens amides de la Leu enképhaline (alcènes chapitre 1, esters et N-Me amides chapitre 2, 1,2,3 triazoles 
chapitre 3). Tous ces travaux ont fait l‟objet de publications. Le dernier chapitre traite de remplacement 
des chaînes latérales de la Leu enképhaline en position 2 et 5. L‟augmentation de la sélectivité DOP et 
le marquage de la Leu enképhaline en vue d‟étude TEP seront présentés plus en détail dans le chapitre 
4. L‟augmentation de l‟hydrophobicité du peptide et l‟augmentation de la résistance métabolique sont 
visées par toutes ces modifications et traitées dans l‟ensemble des chapitres. Passons en revue les 
moyens et les tests qui nous ont permis de développer des composés actifs DOP et de caractériser leurs 
propriétés sur différents aspects pharmacologiques. 
 
I.4.1. Description des stratégies de synthèse 
 
Après la conception du peptide, il faut le synthétiser. Dans la majorité de nos sous-projets, les acides 
aminés nécessaires à la synthèse du peptidomimétique, analogue de la Leu enképhaline, n‟étaient pas 
disponibles commercialement. 
 
 
 
Figure 48. Stratégie de synthèse.    
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Dans un premier temps, l‟acide aminé (ou dipeptide isostère) nécessaire est synthétisé par synthèse 
organique classique (figure 48). Il doit porter les protections désirées en vue des étapes subséquentes. 
Puis, cet acide aminé est incorporé dans un analogue de la Leu enképhaline. Cela s'effectue à l‟aide 
d‟une synthèse d‟un peptide sur support solide (ou en phase solide) nommée aussi SPPS. La 
méthodologie utilisée pour la synthèse en phase solide est la stratégie utilisant le groupement protecteur 
Fmoc.
243
 Donc, les protections des acides aminés synthétisés par chimie organique doivent être 
compatibles. Par la suite, le peptide est purifié et analysé pour connaître sa structure chimique, ainsi que 
sa pureté. À quelques occasions, cette stratégie de synthèse s‟est montrée inefficace. Dans ces cas 
particuliers, l‟approche a été adaptée en fonction des difficultés synthétiques. 
 
I.4.2. Description des tests pharmacologiques de l‟ouvrage (pharmacodynamique) 
 
Premièrement, ce projet a été chapeauté par deux laboratoires. Le laboratoire de Louis Gendron dans 
leur grande connaissance de DOP s'est chargé des tests pharmacologiques. Ces tests décriront en détail 
l‟action pharmacologique de ces peptides. Kristina Rochon, Véronique Bournival et leurs stagiaires ont 
effectué l‟ensemble des tests pharmacologiques permettant de décrire la liaison et l‟action sur DOP de 
nos analogues. Sans leur travail acharné dans le développement des tests et l'application de ceux-ci, 
l‟intérêt des analogues présentés dans cet ouvrage serait nul. Les manipulations complexes liées à 
l‟obtention des résultats pharmacologiques ne sont pas présentées dans cet ouvrage. Par contre, il faut 
comprendre la nature des tests et leurs limitations pour mieux rationaliser les résultats présentés.  
 
Une des données pharmacologiques de base est la quantification de la liaison au récepteur (affinité). La 
mesure de l‟affinité s‟est effectuée à partir du test nommé « binding » ou essais de liaison par 
compétition. Dans ce test, des membranes de cellules contenant DOP ou des homogénats de cerveaux 
de rats ont été utilisés comme source de protéines DOP. Un ligand radioactif sélectif pour DOP, la 
deltorphine II tritiée, est incubé avec les membranes. Par la suite, l‟analogue est incubé avec le mélange 
des concentrations croissantes. S'il possède une affinité pour DOP, il va déplacer une partie du ligand 
radioactif présent (par compétition). La quantité du ligand radioactif lié est mesurée de façon précise à 
l‟aide d‟un compteur à radioactivité. 
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Figure 49. Courbe de liaison par compétition pour un analogue.    
 
Plusieurs concentrations du même ligand sont utilisées pour pouvoir tracer une courbe de radioactivité 
mesurée en fonction de la concentration (figure 49). Les essais sont normalement effectués en 
triplicatats. Après une régression mathématique de la courbe, le point pour lequel 50% du ligand 
radioactif est déplacé est calculé. Ce point, nommé IC50, est transformé par l‟équation Cheng-Prusoff en 
constante de liaison ou Ki.
142
 Le Ki est une expression normalisée de la valeur de l'IC50 en fonction du 
ligand radioactif utilisé et de la densité des récepteurs exprimés. N'importe quels Ki mesurés pour DOP 
sont comparables entre eux. Le Ki est utilisé tout le long de cet ouvrage pour parler de l‟affinité d‟un 
composé. Comme au golf, plus le nombre de coups joués est bas, plus le score du joueur est bon. Pour 
le Ki, plus la concentration nécessaire pour déplacer la moitié du ligand radioactif est faible, plus 
l‟affinité du ligand est haute. Ce phénomène est décrit par la loi d‟action de masse.18 
  
Pour tous les composés testés par notre étude, la capacité de l‟analogue à entrainer une phosphorylation 
des ERK1/2 par activation de DOP a été mesurée.
145,143
 DOP est couplé à une protéine G 
hétérotrimérique qui possède une sous unité Gαi2. Cette sous unité induit une diminution des niveaux 
d‟adénosine monophosphate via l‟inhibition de l‟adénylyl cyclase. La stimulation de DOP induit aussi 
via la sous unité βγ (de la protéine G) une activation d‟ERK1/2 rapide et transitoire (figure 50).144 
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Figure 50. Voie d‟activation de DOP (incluant ERK1/2).144    
 
Premièrement, on doit avoir une source de protéines DOP. Puis, on doit incuber l‟analogue à une 
concentration fixe pour permettre l‟action sur DOP. Après l‟activation de DOP, il est connu de la 
littérature biochimique que la cascade signalétique interne de la cellule va mener à la phosphorylation 
des kinases p42 et p44 (aussi nommées MAPK ou ERK1/2).
145
 La quantité de kinases phosphorylées 
peut être mesurée par test d‟immunobuvardage de type Western (Western Blot).145  
 
 
 
Figure 51. Phosphorylation ERK1/2 induite par un analogue (composé C17). 
 
Les protéines MAPK vont être séparées par électrophorèse sur gel. Par la suite, elles sont révélées avec 
une série de deux anticorps (dont un spécifique à ERK1/2 sous la forme phosphorylée) qui permettent 
de voir la phosphorylation des MAPK (pERK1 et pERK2 à la figure 51). Plus les MAPK sont 
phosphorylées, plus le signal est grand. Cet assombrissement du film se produit à l‟endroit où se 
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trouvent ces protéines sur la membrane. Donc, plus le composé est actif (pour une concentration et une 
durée d‟incubation donnée) sur DOP, plus l'assombrissement sera évident à une concentration faible. 
Pour pouvoir voir cet assombrissement, il faut faire une révélation du film autoradiographique. La 
quantité de matériel (de protéines) déposée sur le gel avant l‟électrophorèse peut varier. Par contre, on 
peut aussi mesurer la quantité totale de ERK1/2 présente sous forme phosphorylée ou non dans le gel 
(ERK1 et ERK2 à la figure 51). L‟analyse de la quantité de ERK1/2 phosphorylée versus la quantité 
d‟ERK1/2 totale (phosphorylée et non phosphorylée) nous donne une semi-quantification de l‟activité 
DOP de l‟analogue. 
 
L‟internalisation du GPCR (DOP) a aussi été visualisée par microscopie pour certains analogues. Des 
cellules exprimant le récepteur DOP comportant un marqueur fluorescent, la protéine GFP (Green 
Fluorescent Protein), sont utilisées dans ce test.
146
 L‟activation de DOP est reconnue pour entraîner 
l‟internalisation de celui-ci.147 Au début du test, la membrane de la cellule comporte plusieurs points 
fluorescents. Après l‟incubation d‟un agoniste, les points fluorescents (DOP-GFP) sont internalisés 
dans des vésicules à l‟intérieur du cytoplasme de la cellule. Ce test donne de belles images de l‟action 
de l‟analogue sur DOP. Toutefois, la quantification de cette action par ce test est limitée. 
 
Dans le but de quantifier de façon précise le caractère agoniste de nos analogues, nous les avons testés 
par test sur le mouse vas deferens (MVD) ou canal déférent de souris en français. Il a été développé 
pour les récepteurs aux opioïdes. Avant la découverte du récepteur DOP, l‟action sélective de certains 
composés en MVD avait été rapportée.
148
 Le canal déférent est prélevé d‟une souris. Puis, il est placé 
dans un bain d‟organe. Des décharges électriques sont apportées au canal déférent pour le contracter. La 
contraction est liée à la relâche de noradrénaline dans l‟organe. L‟incubation d‟un agoniste DOP 
provoque une activation de DOP et une inhibition de la relâche de noradrénaline. Au final, la 
contraction de l‟organe produite par un champ électrique est inhibée. Lorsqu‟il est effectué selon les 
règles de l‟art, ce test est considéré comme une quantification sélective de l'activité DOP. Les autres 
récepteurs aux opioïdes sont présents en quantités très faibles dans le canal déférent.
149
 Les valeurs 
données par ces tests nous permettent une comparaison facile avec les plus vieilles valeurs répertoriées 
pour des analogues de la Leu enképhaline. 
 
 
 59 
I.4.3. Profils physico-chimiques et pharmacocinétiques 
 
Nous avons tenté de concevoir des agonistes pour DOP actifs par voie orale. Ces composés devraient 
aussi avoir une longue durée d‟action. La Leu enképhaline ne possède pas une bonne perméabilité 
passive aux membranes biologiques, ni une résistance aux enzymes de dégradation.
150
 L‟augmentation 
de l‟hydrophobicité dans nos analogues était le facteur primordial visé. La traversée des membranes par 
l‟action des protéines de transport (efflux), dont la Pgp1, n‟a pas été mesurée dans cette thèse. Elle peut 
être un facteur important de l‟action de nos composés au CNS.151  
 
La plupart des recherches ciblant une action sur le CNS utilisent des conceptions de petites molécules 
organiques. Plusieurs recherches relatent l‟utilisation des peptides ou peptidomimétiques pour la 
conception de molécules ciblant le CNS.
152
 Les peptides sont de moins en moins considérés comme 
uniquement des outils de recherche académique et de plus en plus utilisés comme outils thérapeutiques. 
152
 Plusieurs équipes de recherche se sont penchées sur les facteurs communs dans les composés connus 
comme étant actifs au CNS. La plus connue de ces recherches est sûrement celle qui a conduit à la règle 
de cinq de Lipinski.
153
 Ce qui est souvent présenté comme une règle est en réalité une étude statistique. 
Cette étude montre que la plupart des médicaments approuvés (à l'époque) comme actifs de façon orale 
sur l‟organisme respectaient les principes suivants : poids moléculaire de moins de 500 Da; moins de 
cinq donneurs de pont H; moins de 10 accepteurs de pont H et un logP entre 2 et 5. Ces règles (ou 
principes statistiques) de Lipinski suggèrent qu‟un composé doit avoir une certaine limite dans ses 
interactions possibles. Il doit aussi avoir une certaine hydrophobicité pour posséder une 
biodisponibilité. Plusieurs autres équipes ont démontré que la quantité de donneurs de pont H dans le 
composé est reconnu comme un facteur bien plus limitant que la quantité d‟accepteurs de pont H.154  
Plusieurs composés ne respectent pas une ou plusieurs des règles de Lipinski et sont actifs tout de 
même au CNS. Récemment, la recherche de composés actifs au CNS a eu tendance à augmenter le 
poids moléculaire de ces composés. Le but est d‟avoir plus d‟interactions spécifiques avec la cible 
biologique et ainsi avoir plus de sélectivité d‟action pour le composé. Plusieurs composés qui font, en 
ce moment, l‟objet de recherche d‟action sur le CNS ont un poids moléculaire de plus de 500 Da. Après 
de nouveaux développements, de nouvelles règles (ou principes statistiques) sont apparues : les règles 
de Veber.
154
 Ces règles prennent en compte la rigidité du composé actif et sa surface polaire. Elles 
démontrent que peu importe le poids moléculaire du composé, c‟est sa rigidité qui importe dans sa 
perméabilité aux membranes. Selon ces règles, un composé ayant ≤ 10 liens dont la rotation est possible 
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et une surface polaire (tPSA : « topological polar surface area »)  ≤ 140 Å2 (ou ≤ 12 donneurs et 
accepteurs de pont H) a de hautes probabilités d‟avoir une action de façon orale. Selon eux, la tPSA 
corrèle mieux que le ClogP avec l‟augmentation de la perméabilité. Les règles de Veber ne détruisent 
pas les règles de Lipinski. Elles doivent être perçues comme une amélioration à ces principes. Les 
règles de Lipinski ne s‟appliquent pas exclusivement sur les médicaments actifs au CNS, contrairement 
à celles de Veber. 
 
Il faut garder en considération lorsqu‟on regarde des opioïdes que plusieurs portent une amine comme 
fonction ionisable (ex : la morphine). Il a été répertorié que la plupart des composés actifs de façon 
orale sont basiques (amines).
155
 Certains sont neutres. Une faible proportion d‟entre eux porte un acide 
carboxylique ou une autre fonction anionique à pH physiologique. Même si une amine se retrouve sous 
forme cationique à pH physiologique, la présence de cette charge ne semble pas affecter la traversée des 
membranes.
155
 L‟afirmation précédante dépend du pKa, on peut faire l'hypothèse qu'au site 
d'absorption, c'est peut-être la portion non ionisée qui traverse. Un échange acide-base est possible entre 
cette amine et les phospholipides qui constituent les membranes biologiques. La présence d‟un acide 
carboxylique, bien que nécessaire à la sélectivité DOP, nuit à la perméabilité des peptides sélectifs pour 
DOP, dont la Leu enképhaline. 
 
Dans cet ouvrage, pour les meilleurs composés d‟une série (chapitre) donnée, certaines propriétés 
physico-chimiques ont été mesurées et calculées. Premièrement, pour comparer nos propriétés calculées 
avec celles rapportées comme importantes par Veber et Lipinski, nous avons calculé le ClogP et la 
tPSA. Ces valeurs ne sont que calculées (ou plutôt estimées) de façon plus ou moins grossière. Le tout 
dépend du type de composé. Nous avons aussi mesuré le log D7,4 de certains de nos composés. Le log 
D7,4 est un simple log P (coefficient de partition octanol/eau) dans lequel on utilise un tampon à pH 7,4 
pour remplacer l‟eau. L‟utilisation du log D7,4 au lieu du log P nous permet de mieux mesurer l‟impact 
des fonctions ionisables d‟un composé sur son hydrophobicité à pH physiologique. Nous considérons 
l‟utilisation d‟un tampon comme augmentant la pertinence de l‟expérience.156 Dans cet ouvrage, 
certaines mesures expérimentales viennent illustrer les limitations des valeurs calculées. Le temps de 
rétention en HPLC des composés a aussi été reporté comme comparaison de l‟hydrophobicité des 
peptides entre eux.
157
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Pour mesurer l‟augmentation de la résistance aux enzymes de dégradation des composés actifs, nous 
avons mesuré la dégradation de nos composés dans du plasma de rat. C‟est normalement un des 
premiers tests de dégradation effectués sur un composé actif.
158
 Dans le corps, le composé doit être 
véhiculé par le plasma. Des dégradations de nos composés dans des homogénats de cerveaux de rats 
pourraient être une mesure très intéressante parce que les enzymes ne sont pas exactement les mêmes. 
Nous mesurons par HPLC la dégradation du composé à plusieurs points dans le temps. Cela nous 
permet de faire une régression exponentielle et de déterminer la demi-vie plasmatique du composé. Par 
la suite, les échantillons sont passés au LCMS pour essayer de voir les fragments du composé liés à sa 
dégradation dans le plasma. Les fragments sont rapportés ainsi que le point dans le temps auquel ils 
sont apparus. Ainsi, le point d‟apparition d‟un fragment indique le premier temps auquel nous avons 
observé sa présence. Afin de connaître plus exactement le temps d‟apparition pour un fragment donné, 
il serait nécessaire de procéder à des analyses à des temps plus rapprochés.  
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CHAPITRE 1 : LES ANALOGUES ALCÈNES 
 
1.1. Introduction 
 
Premièrement, cet ouvrage comporte des insertions d‟articles (trois articles). Les composés de ces 
articles seront référés dans le texte français comme suit : composé 1 de l‟article 1 devient composé A1, 
composé 2 de l‟article 2 devient composé B2 dans le texte français. Tous les articles seront précédés 
d‟une note préliminaire expliquant les motivations derrière ces travaux. Après l‟article, les résultats 
seront discutés avec des détails supplémentaires et des résultats non publiés sur les composés traités 
dans l‟article. 
 
Notre projet d‟analogues d‟enképhaline a commencé par l‟idée d‟intégrer un alcène (une double liaison 
carbone-carbone) dans le squelette d‟amides de ce peptide. Cela a mené à une collaboration entre son 
laboratoire et celui du Pr Louis Gendron dont l‟intérêt était porté sur DOP. Le remplacement d‟un lien 
amide par un alcène pour obtenir un peptidomimétique n‟a pas été découvert récemment.84 Bien que 
nous utilisions le terme remplacement, il faut comprendre que l‟analogue comportant un alcène n‟est 
pas dérivé de Leu enképhaline, mais synthétisé de toutes pièces. Ce remplacement peut fournir des 
analogues nouveaux avec des propriétés pharmacocinétiques améliorées.
84
 Notamment, la résistance 
aux enzymes de dégradation et l‟hydrophobicité de l‟analogue comportant un alcène sont accrues 
comme discuté dans l‟article ci-dessous. L‟impact d‟un alcène sur l‟hydrophobicité d'un composé est 
grand.
159
 Ceci se reflète dans la mesure du logP. Par contre, l‟utilisation de cette stratégie pour obtenir 
des peptidomimétiques n‟a pas été fréquente vu les difficultés synthétiques encourues dans ce type de 
synthèse. La synthèse de ce type de peptidomimétiques est considérée comme ardue et est souvent mise 
de côté par les compagnies pharmaceutiques qui veulent obtenir rapidement des composés. Dans ce 
chapitre, nous allons présenter en détail les travaux que j‟ai effectués au laboratoire pour obtenir ces 
analogues d‟enképhalines comportant un alcène et pour améliorer leur synthèse. Dans ce chapitre, deux 
articles sont insérés. Le premier traite de la synthèse des analogues d‟enképhalines comportant un 
alcène, ainsi que de leurs propriétés pharmacologiques. Le deuxième article traite du développement 
d‟une nouvelle voie de synthèse de ces analogues. 
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Figure 52. Conformation possible de l‟amide. 
 
L‟amide est 99% du temps sous conformation s-trans dans les protéines et peptides. Le remplacement 
d‟un lien amide dans le squelette d‟un peptide par un alcène trans est donc une option viable. 160 La 
figure 52 illustre bien l‟encombrement stérique présent dans la conformation s-cis d‟un lien amide de 
peptide. Cet encombrement est très grand. Toutefois, quelques liens amides de peptides sont sous la 
forme s-cis à l‟occasion. Notons comme exemple le motif Xxx-Pro où l‟amide est tertiaire à cause de la 
proline au lieu de secondaire (comme généralement). Dans ce cas particulier, la différence 
d‟encombrement entre les deux conformations est plus faible. 
 
 
 
Figure 53. Formes limites et l‟hybride de résonnance d‟un amide. 
 
De plus, le choix d‟un alcène trans est motivé par le fait que la résonnance possible dans l‟amide donne 
à son lien C-N un caractère
 
de lien double prononcé (figure 53). Ce lien possède une barrière de rotation 
élevée d‟environ 22 kcal/mol, puisqu‟il faut briser la résonnance pour faire une rotation autour du 
lien.
161
 La rigidité de l‟alcène mime donc celle déjà présente dans le peptide. 
 
 
 
Figure 54. Comparaison d‟un dipeptide avec son analogue alcène trans. 
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Le remplacement d‟un amide par un alcène sur le plan purement structurel est hautement analogue. 
Comme illustré dans la figure 54, la distance entre les carbones α est pratiquement la même dans 
l‟isostère que dans le dipeptide de départ.162 Par contre, au niveau électronique, la double liaison est 
différente de l‟alcène surtout au niveau de l'électronégativité des atomes la constituant. Ce qui est 
surtout différent du point de vue de la chimie, c‟est que l‟alcène ne peut pas être impliqué dans des 
interactions intramoléculaires ou intermoléculaires de type pont H ou interaction polaire comme 
l‟amide. Cette différence est exploitée dans l‟article pour fournir des explications sur les résultats 
pharmacologiques des différents analogues. L‟article porte donc sur le remplacement systématique des 
amides par des alcènes trans dans la Leu enképhaline. Le côté systématique du remplacement apporte 
une valeur ajoutée aux résultats. On peut, par le fait même, regarder l‟importance des interactions de 
chacun des amides du peptide. Le remplacement systématique a été nommé « amide scan » en référence 
au terme connu « alanine scan » qui sert à examiner l‟importance des chaînes latérales (voir référence 
25 de l‟article). Il est à noter que certains analogues de Leu enképhaline comportant un alcène avaient 
été rapportés préalablement à cet article (voir référence 58-59 de l‟article). D‟autres analogues 
comportant un alcène ont été rapportés pour d‟autres peptides opioïdes très similaires comme le 
DADLE et le DPDPE.
163
 
 
 
 
Figure 55. Quelques réactions d‟oléfinations à partir de carbonyle.164 
 
À la suite de la conception des analogues à obtenir, il a fallu synthétiser ces derniers. Plusieurs 
stratégies pour obtenir un alcène existent dans la littérature et le laboratoire Dory a expérimenté 
quelques-unes d‟entre elles. La figure 55 en présente une liste non exhaustive. Bien que ces réactions 
soient connues, leur application en synthèse pour obtenir des isostères de dipeptides n‟est pas chose 
facile. Par-dessus tout, l‟obtention de composés ayant les bonnes stéréochimies est à garder en vue. La 
figure 5 de l‟article ci-dessous parle des stratégies que nous avons employées.  
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L‟article suivant comporte une introduction sur les récepteurs aux opioïdes, une introduction sur les 
enképhalines, une partie sur la conformation biologiquement active de Leu enképhaline, une description 
des isostères de type alcène utilisés, une description de la synthèse des analogues, une description de 
leurs propriétés pharmacologiques (internalisation de DOP, phosphorylation ERK1/2 et liaison par 
compétition) et une conclusion. Certaines expériences subséquentes à la publication, seront décrites en 
détail à la suite de celui-ci. 
 
Voici une liste des contributions pour les différents auteurs de cet article : 
- Arnaud Proteau-Gagné  
Élaboration de la voie de synthèse. Synthèse et caractérisation chimique de tous les composés présentés 
dans l‟article, rédaction des protocoles expérimentaux. Participation mineure à la rédaction et à la 
correction du manuscrit. 
- Véronique Bournival  
Tests pharmacologiques sur les composés présentés dans l‟article et rédaction des protocoles 
expérimentaux. Participation mineure à la rédaction et à la correction du manuscrit. 
- Kristina Rochon  
Stagiaire de Véronique Bournival, assistance dans les tests pharmacologiques sur les composés 
présentés. 
- Yves L.Dory  
Élaboration du concept d‟isostere de type alcène appliqué à la Leu enképhaline. Rédaction du manuscrit 
pour la partie chimie et correction du manuscrit. 
- Louis Gendron  
Élaboration et adaptation des tests pharmacologique. Rédaction du manuscrit pour la partie 
pharmacologie/physiologie et correction du manuscrit. 
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1.2 Exploring the backbone of enkephalins to adjust their pharmacological profile for the δ-
opioid receptor, article publié dans ACS Chemical Neuroscience, 2010, 1, 757-769. 
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ABSTRACT 
 
The role of each of the four amide bonds inLeu
5
-enkephalin was investigated by systematically and 
sequentially replacing each with its corresponding trans-alkene. Six Leu
5
-enkephalin analogs based on 
six dipeptide surrogates and two Met
5
-enkephalin analogs were synthesized and thoroughly tested using 
a δ-opioid receptor internalization assay, an ERK1/2 activation assay, and a competition binding assay 
to evaluate their biological properties. We observed that an E-alkene can efficiently replace the first 
amide bond of Leu
5
- and Met
5
-enkephalin without significantly affecting biological activity. By 
contrast, the second amide bond was found to be highly sensitive to the same modification, suggesting 
that it is involved in biologically essential intra- or intermolecular interactions. Finally, we observed 
that the affinity and activity of analogs containing an E-alkene at either the third or fourth position were 
partially reduced, indicating that these amide bonds are less important for these intra- or intermolecular 
interactions. Overall, our study demonstrates that the systematic and sequential replacement of amide 
bonds by E-alkene represents an efficient way to explore peptide backbones. 
 
 
 
Figure 1. Structures of some nonpeptide opioid receptor agonists. Chemical structures of morphine and 
various DOP selective, nonpeptide agonists. 
 
Despite the development of numerous new analgesics, alkaloids are still among the most effective 
agents for the treatment of both chronic and acute pain. Morphine (Figure 1) and its derivatives bind to 
and activate at least three types of G-protein coupled receptors (GPCRs), namely, the μ (MOP), δ 
(DOP), and κ (KOP) opioid receptors (1). To date, most clinically used analgesics target MOP (2). 
However, this receptor is also responsible for the majority of undesirable side effects associated with 
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narcotics. Several recent data indicate that the selective activation of DOP does not lead to these side 
effects (3-6). It is thus generally accepted that, under certain circumstances, a selective DOP agonist 
would induce analgesia in the absence of unwanted side effects (7). The enkephalins are endogenous 
pentapeptides [Met
5
-enkephalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) and Leu
5
-enkephalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu)] 
that exhibit selectivity for the DOP (1-5x toward MOP and >1000x toward KOP). However, the 
enkephalins and other related peptide agonists are limited in their therapeutic potential by poor 
pharmacokinetic profiles. In addition to being quickly metabolized by peptidases (mainly the 
enkephalinase EC 3.4.24.11 and the aminopeptidase M EC 3.4.11.2) (8), these compounds are unable to 
cross the blood-brain barrier (BBB) to reach opioid receptors located in the central nervous system (9, 
10). Consequently, a great deal of current research is devoted to the identification of novel nonpeptide 
DOP agonists. For example, compounds such as SIOM, SB213698, TAN-67, BW373U86, and SNC80 
are useful pharmacological tools for the study of DOP (Figure 1). However, these types of synthetic 
molecules generally exhibit deleterious side effects (e.g., convulsions), which prevent their use in the 
clinic (11-13). 
 
Interestingly, some novel synthetic chemically related small molecules seem to produce fewer 
unwanted side effects (14-16). Aside from small molecules, it has also been shown that several linear 
peptides similar to the enkephalins (i.e., DADLE (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu) and deltorphin II (Tyr-
D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2)) and that some cyclic peptides topologically similar to enkephalins 
(DPDPE, JOM13) exhibit excellent affinity and selectivity for DOP (Figure 2) (17-20). 
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Figure 2. Structures of selected peptide DOP agonists. Chemical structures of Leu
5
-enkephalin and 
three commonly used DOP-selective peptide agonists. 
 
It is likely that the structures of these potent cyclic compounds closely resemble the bioactive 
conformation of enkephalins. However, the active conformation of enkephalins remains unresolved. 
Indeed, four different enkephalin crystals have been isolated (21-24). The present study aimed to 
address this challenging problem through the systematic investigation of the roles of the amide bonds in 
enkephalins. In medicinal chemistry, a simple and effective strategy to identify the peptide residues 
important for biological activity consists of systematically replacing each residue in a given peptide 
chain with an alanine, a process known as alanine scanning (25). Similarly, backbone amides can be 
scanned by systematically replacing them with topologically equivalent trans-olefins. Amides can 
stabilize active conformations by means of intramolecular hydrogen bonds or be directly involved in 
binding to receptors via either hydrogen bonds or electrostatic interactions. It is also possible that the 
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amide bonds in enkephalins act simply to hold the peptide chain in a certain conformation without 
directly interacting with the receptor. The exchange of amide bonds that are not involved in these 
crucial weak interactions with trans-alkenes will likely not result in significant loss in the affinity of 
enkephalins for DOP (26). We hypothesized that this method would prove effective in the elucidation 
of the importance of each enkephalin amide bond.  
 
 
 
Figure 3. β-turn possibilities for Leu5-enkephalin. Leu5-enkephalin could potentially be stabilized by 
adopting two different β-turns. β-turns created by a hydrogen bond between amides 1 and 3 (left) and 
between amides 2 and 4 (right) are illustrated. Note that the orientations of the side chains are not 
meaningful. 
 
Being pentapeptides, enkephalins contain four amide bonds. One analysis of crystallographic data 
has shown the presence of a β-turn with amides 1 and 3 (Figure 3) for Leu5-enkephalin (23). However, 
there is no evidence indicating that this crystal conformation corresponds to the active geometry of 
enkephalins. Indeed, induced fit requirements can dictate shapes that are quite distinct from crystal 
conformations (27). In light of this fact, it is possible that there is no β-turn in the active conformation 
of enkephalins or that a β-turn between amides 2 and 4 might have been selected by DOP (28). 
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RESULTS AND DISCUSSION 
 
We have synthesized and thoroughly tested six Leu
5
-enkephalin analogs (1-6) and two Met
5
-
enkephalin analogs (7 and 8; Figure 4). 
 
 
 
Figure 4. Structures of compounds 1-8. 
 
These analogs (1-6) are based on six dipeptide surrogates that have been named Tyr//Gly, Gly//Gly, 
Gly//Phe, Gly//D-Phe, Phe//Leu, and Phe//D-Leu for reasons of simplicity (29-32). Each isostere 
Xxx//Yyy corresponds to the dipeptide Xxx-Yyy in which the amide has been replaced by a trans-
alkene moiety (33, 34). These six isosteres cover the entire range of potential molecules formed by 
substitutions at positions R and δ. Thus Gly//Gly is substituted at neither of these positions, Gly//Phe 
(and its enantiomer Gly//D-Phe) and Tyr//Gly are monosubstituted at positions R and δ, respectively. In 
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contrast, Phe//Leu and its diastereomer Phe//D-Leu are substituted at both of these positions. As shown 
in Figure 5, each of these four situations required different routes of synthesis. 
 
 
 
Figure 5. Strategies to synthesize 1-6. 
 
Synthesis 
The first dipeptide surrogate 14 (Tyr//Gly) was synthesized from tyrosine in seven steps with an 
overall yield of 17% (Scheme 1). Tyrosine was first esterified as its methyl ester (35), then its amine 
was protected as a t-butyl carbamate (36). Finally, its phenol was transformed into its corresponding 
PMB ether, 9 (36). The ester was reduced to the aldehyde 10 with dibutyl aluminumhydride; 10 was 
directly used without additional purification in the subsequent Wittig reaction to yield the alkene 11. 
Both alkenes 11 and 12 were coupled in a metathesis reaction to give fully protected Tyr//Gly, 13 (37). 
Hydrolysis of the benzyl ester of 13 produced 14 in a ready-to-use form as a normal protected amino 
acid in solid-phase peptide synthesis (SPPS). The simplest dipeptide alkene equivalent, Gly//Gly, 16, 
was prepared in a single step by simply protecting the amino acid 15 (38) as its corresponding 
fluorenylmethyl carbamate. This synthesis reaction resulted in a yield of 90% (Scheme 2). 
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Scheme 1. Synthesis of Dipeptide Surrogate 14
a 
 
 
 
a
 Abbreviations: PMB, p-methoxybenzyl; TBAI, tetrabutyl ammonium iodide; DIBAL, diisobutyl 
aluminum hydride. 
 
Scheme 2. Synthesis of Dipeptide Surrogate 16 
 
 
 
The Gly//Phe dipeptide surrogate 20 was obtained in three steps (Scheme 3) from amino alcohol 17 
(overall yield 8%). The amine of 17 was protected as its t-butyl carbamate; the alcohol was oxidized to 
the aldehyde, which was immediately allowed to react with the proper ylide to afford conjugated δ 
amino acid methyl ester 18. Treatment of 18 with LDA produced the kinetic conjugated enolate to 
which benzyl bromide was added to give the desired Gly//Phe dipeptide methyl ester 19 as a racemate. 
This Gly//Phe dipeptide methyl ester 19 was transformed into 20 by first cleaving all protecting groups 
with HCl and subsequently introducing an Fmoc group as protection for the amine site. 
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Scheme 3. Synthesis of Dipeptide Surrogate 20
a 
 
 
 
a
 Abbreviations : TEMPO, 2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyloxy; TClCA, trichloroisocyanuric acid; 
LDA, lithium diisopropylamide. 
 
Scheme 4. Synthesis of Dipeptide Surrogate 26 
 
 
 
The last dipeptide surrogate, Phe//Leu, 26, was synthesized in six steps from Boc phenylalanine with 
an overall yield of 6% (Scheme 4). Diazomethane was added to the mixed anhydride that resulted from 
the addition of isobutyl chloroformate to Boc-Phe to yield the diazoketone 21 (39).Wolf rearrangement 
of 21 gave the ester 22, which was then reduced to the aldehyde 23. Addition of the appropriate ylide 
produced the conjugated δ amino acid methyl ester 24. Formation of the kinetic enolate followed by 
addition of isobutyl iodide afforded 25 as an inseparable mixture of diastereomers. Both the methyl 
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ester and the t-butyl carbamate were cleaved with HCl to give the amino acid 26. With all the dipeptide 
equivalents (14, 16, 20, and 26) in hand, the SPPS of the desired enkephalins could be carried out 
(Scheme 5). Fmoc-Leu and Fmoc-Met were coupled to Wang resin. From then on, standard procedures 
were used with Fmoc-Phe, Fmoc-Gly, Fmoc-Tyr-(tBu), 14, and 16 to yield pure Leu
5
-enkephalin 
analogs 1 and 2 and oxidized Met
5
-enkephalin analogs 7 and 8. Dipeptide equivalent 20 was similarly 
coupled with Leu-Wang resin followed by Fmoc-Gly then Fmoc-Tyr(tBu). Cleavage of the resin with 
TFA yielded both diastereomers 3 and 5 as a separable mixture (both compounds were actually 
separated by HPLC and all fractions over 95% in purity were combined). The identity of these 
molecules was indirectly inferred from their respective affinities (cf. Table 1) for DOP (Figures 7 and 
8). Diastereomer 5, being virtually inactive, was assigned the Tyr-Gly-Gly//DPhe-Leu stereochemistry 
like its inactive parent (Tyr-Gly-Gly-D-Phe-Leu). In contrast, diastereomer 3 retains some affinity or 
activity for DOP (17, 18). Compounds 4 and 6 were prepared by a slightly different procedure because 
the first coupling to the resin would require too much of the dipeptide surrogate Phe//Leu. Instead, 
Fmoc-Gly, and Boc-Tyr(tBu) were successively coupled to a chlorotrityl resin. Cleavage of the resin 
with 1% TFA afforded the tripeptide 27, which was activated as its Pfp ester 28 prior to coupling with 
26 in solution. Finally, all tBu protecting groups were cleaved with 50% TFA to give 4 and 6 from 28 in 
yields of 15% and 39%, respectively. The Tyr-Gly-Gly-Phe//D-Leu stereochemistry was attributed to 6 
because it is slightly more active than 4, similar toTyr-Gly-Gly-Phe-D-Leu, which is more active 
toward DOP than Leu
5
-enkephalin (cf. Table 1) (17, 18). Admittedly, this assumption is only based on 
comparative binding and activity with previous studies and remains to be confirmed by X-ray analysis. 
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Scheme 5. Solid-Phase Synthesis of Enkephalin Analogs 1-8 
 
 
 
Table 1. In Vitro Binding Properties of Leu
5
-Enkephalin (LE) and Compounds 1-6 
 
Compound no name Ki
 a
 (nM) 
 LE 6.3±0.9 
1 Tyr//Gly 13.1±6.2 
2 Gly//Gly 761±32 
3 Gly//Phe 587±19 
4 Phe//Leu 196±29 
5 Gly//D-Phe >5000 
6 Phe//D-Leu 116±31 
 
a
 Binding affinities (Ki) of the compounds were determined by their ability to inhibit the binding of 
[
3
H]deltorphin II, a selective DOP agonist (Kd = 1 nM), to GH3 cell membrane extracts expressing the 
cloned mouse DOP. Ki values are the means ± SEM of three to four separate experiments each 
performed in triplicate. 
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Agonist-Induced Internalization of DOP 
Following agonist stimulation, DOP undergoes rapid internalization (40, 41). We used this property 
of DOP to rapidly screen the putative agonist activity of each compound. Using DRGF11 cells stably 
expressing the carboxy-terminal GFP-tagged mouse DOP (DRGF11/DOP-GFP), we first confirmed 
that deltorphin II, a potent selective DOP agonist, was able to induce DOP internalization. As shown in 
Figure 6, treatment of DRGF11/DOP-GFP cells with deltorphin II (100 nM) induced a robust 
internalization of DOP in vesicle like structures. This effect was apparent as soon as 5 min after 
deltorphin II application (not shown) and almost complete after 35 min, a time point at which minimal 
fluorescence signal remains at the plasma membrane. Interestingly, at 100 nM, compound 1 produced 
levels of DOP internalization comparable to deltorphin II (Figure 6). By contrast, equimolar 
concentrations of compounds 2-6 failed to induce any detectable internalization of DOP. We therefore 
tested the effect of a higher concentration (10 μM) of compounds 2-6 on DOP internalization (Figure 
7). At this high dose, compound 6 did produce robust internalization of DOP. Compounds 3 and 4 also 
triggered DOP internalization, but this effect was less pronounced than that observed with compound 1 
or deltorphin II. The partial efficacy of compounds 3 and 4 was demonstrated by subsequent incubation 
of compound 3- or 4-pretreated DRGF11/DOP-GFP cells with 100 nM deltorphin II, which induced a 
more robust internalization of DOP. Even at 10 μM, compounds 2 and 5 were ineffective at producing 
DOP internalization. Our observations therefore suggest that most of our newly synthesized compounds 
can activate DOP, with the exception of compounds 2 and 5. Thus, enkephalin derivatives containing an 
E-alkene in lieu of an amide bond can promote DOP internalization. Admittedly, internalization assays 
do not allow for the differentiation between a ligand that binds to the receptor without inducing its 
internalization and a ligand that does not bind the receptor. Moreover, this technique is not sufficient to 
determine whether a given compound is an agonist or an antagonist for a receptor. In some cases, opioid 
agonists fail to induce receptor internalization (42). Indeed, morphine only poorly induces MOP 
internalization unless GRK2 is overexpressed (43), and AR-M100390, a close relative of SNC-80 with 
potent δ agonist properties, does not induce significant DOP internalization (44, 45). Therefore, 
internalization assays are not sufficient to conclude that compounds 2 and 5 are not DOP agonists. 
However, the fact that incubation of DRGF11/DOP-GFP cells with 10 μM of either compound 2 or 5 
for 35 min did not interfere with the ability of deltorphin II (100 nM) to promote DOP internalization 
suggests these enkephalin analogs have a very low affinity for DOP. 
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Figure 6. Deltorphin II and compound 1 induced internalization of GFP-tagged DOP. Following 
agonist stimulation, DOP is known to undergo rapid internalization. Confocal microscopy images taken 
before (control) and 35 min after treatment of DRGF11/DOP-GFP cells with 100 nM deltorphin II or 
compound 1 are shown. Deltorphin II and compound 1 both induced robust internalization of DOP. 
Indeed, while membrane labeling is decreased, fluorescent vesicle-like structures are clearly visible 
inside the cells following incubation with either deltorphin II or compound 1. 
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Figure 7. Compounds 2-6 differentially affected internalization of GFP-tagged DOP. The ability of 
compounds 2-6 to promote DOP internalization in DRGF11/DOP-GFP cells was studied. Confocal 
microscopy images taken before (control) and 35 min after treatment of cells with compounds 2-6 (100 
nM and 10 μM) are shown. At 100 nM, compounds 2-6 were unable to induce significant 
internalization of GFP-tagged DOP. By contrast, compounds 3, 4, and 6 at 10 μM induced different 
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levels of internalization of GFP-tagged DOP, while compounds 2 and 5 at 10 μM were still unable to 
produce internalization. Thirty-five minutes following application of compounds 2-6, deltorphin II (100 
nM) was added, and images were acquired 35 min later. These images reveal that internalization of 
GFP-tagged DOP induced by compounds 3 and 4 was not maximal. Results further suggest that 
compounds 2 and 5 did not bind DOP, since they did not reduce deltorphin II-induced internalization of 
GFP-tagged DOP. 
 
DOP-Mediated ERK1/2 Activation  
Recent research has established that different ligands can promote diverse receptor-mediated 
signaling pathways, a phenomenon referred to as “ligand-biased signaling” (46). Therefore, a ligand 
that fails to induce receptor internalization might very well be able to stimulate other signaling 
cascades. Indeed, some DOP agonists have been shown to promote extracellular signal-regulated kinase 
(ERK1/2) activation through internalization independent mechanisms (47, 48). For this reason, we 
decided to evaluate the ability of each compound to activate ERK1/2. The classical DOP-mediated 
signaling cascade is well described (49). δ-Opioid receptor is coupled to a heterotrimeric G protein 
having the subunit Gαi2, which induces a decrease in intracellular cyclic AMP levels via inhibition of 
adenylyl cyclase. Stimulation of DOP also induces, via the βγ subunits of the G protein, the rapid and 
transient activation of ERK1/2. In order to determine whether the enkephalin derivatives synthesized 
here can lead to ERK1/2 activation, the Western blot technique was used to determine the ability of 
each compound to induce phosphorylation of residues Thr
202
 and Tyr
204
 of ERK1/2 (50-52). As shown 
in Figure 8a, application of deltorphin II to the DRGF11 cell line induced a dose- and time-dependent 
increase of ERK1/2 phosphorylation (maximal at 5 min). Five minutes after their application to 
DRGF11 cells at concentrations up to 1 μM, only compound 1 significantly induced phosphorylation of 
ERK1/2 (Figures 8a,b). This effect was mediated by DOP since a 15-min preincubation of DRGF11 
cells with 1 μM naltrindole (NTI), a DOP selective antagonist, abolished both deltorphin II and 
compound 1 induced ERK1/2 phosphorylation (Figure 8c). At a higher concentration (10 μM), 
compounds 3, 4, and 6 produced small but significant increases in ERK1/2 phosphorylation with 
maximal effects ranging between 5 and 10 min. By contrast, compounds 2 and 5 were unable to 
stimulate ERK1/2. These results therefore suggest that compound 1 and, to a lesser extent, compounds 
3, 4, and 6 display agonist properties at DOP, while compounds 2 and 5 are inactive. Observations 
made with these compounds revealed that the first amide bond in Leu
5
- enkephalin can be replaced by 
an E-alkene without significantly affecting its biological activity, but the replacement of the second 
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amide bond abolishes any interactions with DOP and, consequently, inhibits the biological activity of 
enkephalins. As a proof of concept, we also synthesized compounds 7 and 8, the Met
5
-enkephalin 
derivatives equivalent to compounds 1 and 2, respectively, and measured DOP-induced ERK1/2 
activation. Like compound 1, compound 7 was found to strongly activateERK1/2 in a time- and dose-
dependent manner (Figure 9). By contrast, compound 8 was inactive, a result that highlights the 
importance of the second amide bond for the biological activity of enkephalins (Figure 9). 
 
 
 
Figure 8. DOP agonists induced ERK1/2 phosphorylation. Stimulation of DOP with an agonist induces 
rapid and transient phosphorylation (activation) of ERK1/2 proteins. (a) Western blot analysis of 
phosphorylated ERK1/2 (pERK1/2) protein after dose-dependent stimulations (5 min stimulation) of 
DRGF11/DOP-GFP cells with deltorphin II and compounds 1-6.Western blot analysis of ERK1/2 
phosphorylation after time-dependent stimulation with deltorphin II (100 nM) is also shown, 
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demonstrating transient activation of ERK1/2 with a maximum at 5 min. (b) Densitometric analyses of 
Western blot results (pERK/ERK ratio compared with control) for dose-dependent responses of 
deltorphin II and compounds 1-6 (top) and for time-dependent responses of compounds 2-6 at 10 μM 
(bottom) are shown. At 100nM and 1 μM, only deltorphin II and compound 1 induced significant 
ERK1/2 phosphorylation. Compounds 3, 4, and 6 were found to produce significant time-dependent 
ERK1/2 phosphorylation at a concentration of 10 μM, while compounds 2 and 5 had no effect. Data are 
the means (SEM as compared with nontreated cells (0) (one-way ANOVA followed by Dunnett‟s test) 
of three to six independent experiments: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; . (c) Effects of 
preincubation with naltrindole (15 min; 1 μM), a selective DOP antagonist, on ERK1/2 phosphorylation 
are shown. 
 
 
 
Figure 9. Met
5
-enkephalin derivatives induced similar DOP mediated ERK1/2 phosphorylation. 
Western Blot analysis of phosphorylated ERK1/2 (pERK1/2) protein after dose-dependent (5 min 
stimulation) and time-dependent stimulations (concentration of 100 nM) in DRGF11/DOP-GFP cells 
with compounds 7 and 8 (Met
5
-enkephalin derivatives equivalent to Leu
5
-enkephalin compounds 1 and 
2, respectively) are shown. Compound 7 was found to induce phosphorylation of ERK1/2 in a dose- and 
time-dependent manner, whereas compound 8 was ineffective. Illustrations are representative of three 
independent experiments. 
 
Binding Properties of Enkephalin Derivatives 
To further characterize our compounds, we measured their affinity at DOP. As shown in Table 1, 
compound 1 has a Ki of 13.1 ± 6.2 nM for DOP. By comparison, we found a Ki of 6.3 ± 0.9 nM for the 
unmodified Leu
5
-enkephalin. Compounds 2-6 displayed lower affinity than Leu
5
-enkephalin and 
compound 1. Interestingly, the Ki values for compounds 1-6 are in accordance with the observations 
previously made with the receptor internalization and ERK1/2 assays. Indeed, compounds 2 and 5 have 
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poor affinity for DOP. Compounds 3, 4, and 6 were found to bind DOP with modest affinity, a finding 
consistent with our observation that these compounds were less efficient than Leu
5
-enkephalin and 
compound 1 at promoting DOP internalization (Figures 6 and 7) and ERK1/2 phosphorylation (Figure 
8). Compound 5, the epimer of compound 3 at the Phe
4
 position, was unable to bind DOP. This result is 
consistent with previous research showing that the replacement of L-Phe
4
 with D-Phe
4
 in Leu
5
-
enkephalin strongly reduces its affinity and activity for DOP (17, 18). In fact, it is known that the 
phenyl side chain of the L-Phe
4
 residue of Leu
5
-enkephalin is critical for its biological activity (17) and 
that Leu
5
-enkephalin containing the hindered amino acid dibenzylglycine (Dbg) at position 4 is a potent 
DOP agonist (53). Based on this information, we concluded that compound 3 contains L-Phe4 while 
compound 5 contains D-Phe4. Compound 6 is an epimer of compound 4 at the Leu
5
 position. In this 
case, both L-Leu
5
- and D-Leu
5
-enkephalin were shown to bind and activate DOP similarly (17, 18). 
Still, the slightly better affinity of compound 6 led us to hypothesize that this compound contains a D-
Leu at position 5 while compound 4 contains an L-Leu at the same position. 
 
CONCLUSIONS 
 
Recently, multiple strategies have been used to generate enkephalin analogs containing modified 
amide bonds. For example, Leu
5
-enkephalin analogs containing an R-amino squaric acid (54) or a 
cyclopropane (55) have been synthesized. In addition, cyclic analogs have been prepared to evaluate 
Leu
5
-enkephalin turn mimetics (56). Although these analogs remained active on MOP, DOP, or both, 
such modifications significantly affected their affinity. In the present study, we demonstrated that E-
alkene can efficiently replace the first amide bond of Leu
5
- and Met
5
-enkephalin. By contrast, the 
second amide bond was found to be highly sensitive to the same modification. These results are in 
accordance with work from other groups that introduced trans-olefinic dipeptides into enkephalins (57-
59). Our observations with enkephalin analogs containing a modified third or fourth amide bond are of 
particular interest. Indeed, although the affinity and the activity of these analogs were decreased 
following the introduction of an E-alkene at either of these positions, our results suggest that these 
amide bonds are involved in weaker and less important intramolecular (such as those necessary for 
enkephalin to adopt a biologically active conformation) or intermolecular interactions (i.e., with DOP). 
Further studies and modifications are required to identify the precise nature of these interactions. 
Nonetheless, the systematic and sequential replacement of amide bonds by E-alkene represents an 
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efficient way to explore the backbone of peptides and to further understand the role and nature of 
interactions involving these amide bonds. 
 
METHODS 
 
Chemicals 
The following reagents were used for this study: horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-
rabbit antibody from Amersham Pharmacia Biotech (Oakville, ON, Canada); bovine serum albumin 
from BioShop (Burlington, ON, Canada); naltrindole hydrochloride (NTI) from Cedarlane (Burlington, 
ON, Canada); DMEM, fetal bovine serum, and Geneticin from Gibco BRL (Burlington, ON, Canada); 
anti-phosphorylated p42/p44
mapk
 and anti-p42/p44
mapk
 rabbit antibodies from New England Biolab 
(Beverly, MA); [
3
H]deltorphin II from PerkinElmer (Boston, MA); hygromycin, complete protease 
inhibitor, polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes, and enhanced chemiluminescence (ECL) 
system from Roche (Montréal,QC, Canada); gentamicin from Sandoz (Boucherville, QC, Canada); 
deltorphin II, Leu
5
-enkephalin, and poly(L-lysine) from Sigma (St. Louis, MO). Note that experimental 
procedures and spectral characterization data are available as Supporting Information. 
 
Cell Culture 
GH3 cells expressing the mouse DOP (60) were kindly provided by Dr. Paul L. Prather (University 
of Arkansas for Medical Sciences, LittleRock,AR).GH3/DOP cells were cultured in DMEM 
supplemented with 10% FBS and 50 mg/L gentamicin at 37 
o
C in poly(L-lysine) (25 mg/mL) coated 
Petri dishes in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2. DRGF11 cells were transfected with a 
DOP-GFP construct kindly provided by Dr. Rüdiger Schulz (University of Munich, Germany) (61). 
DRGF11/DOP-GFP cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS and 50mg/L 
gentamicin at 37 
o
C in Petri dishes, in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2. 
 
Receptor Internalization Assay 
DRGF11/DOP-GFP cells were grown on 35-mm glass bottom dishes (MatTek Corporation) for 2-3 
days. For internalization assays, medium was first replaced with Earle‟s buffer (140mMNaCl, 
5mMKCl, 1.8mMCaCl2, 0.9 mM MgCl2, 25 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
(HEPES), 0.2 % BSA, and 0.09% glucose). For each assay, three different sites of each dish were 
observed with a IX81 Olympus microscope fitted with a ProScan II motorized stage system (Prior 
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scientific) and a CSU-X1 confocal scanner unit (Yokogawa). Images were acquired (at interval of 30 s) 
at room temperature using a 60x objective and a QuantEM: 512SC camera (Photometrics) and 
processed with Meta- Morph software (Molecular Devices). Approximately 3min of baseline recording 
was performed prior to the addition of tested compounds. Each compound was first tested at a 
concentration of 100 nM. For compounds that induced no observable internalization within 35 min, an 
additional set of experiments was performed using a concentration of 10 μM for 35 min, followed by 
stimulation with deltorphin II (100 nM) for another 35 min. 
 
MAPK Activity Measurements 
DRGF11/DOP-GFP cells were grown for 3 days in DMEM medium containing 10% FBS and then 
stimulated for various time intervals (5-60 min) with deltorphin II (100 nM) or other compounds of 
interest (100 nM). The reaction was stopped by aspiration of the medium and the addition of ice-cold 
Hanks‟ balanced salt solution containing 0.1 μM staurosporine and 1 mM sodium orthovanadate. Cells 
were then left on ice for 30 min and lysed in 50 mM HEPES, pH 7.8, containing 1% Triton X-100, 0.1 
μM staurosporine, 1 mM sodium orthovanadate, and Complete protease inhibitor. The cell lysates were 
centrifuged at 8000g for 15min at 4 _C, and the supernatants were stored at -20 
o
C until use. For each 
lysate, equal amounts of protein (25 μg) were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels and 
transferred to PVDF membranes. PVDF membranes containing proteins were incubated for 2 h at room 
temperature with antiphosphorylated p42/p44
mapk
 (1:1000) or anti-p42/p44
mapk
 (1:1000) rabbit 
antibodies, followed by three washes with Tris-buffered saline/Tween 20. Detection of immunoreactive 
proteins was accomplished using horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit secondary antibodies 
(1:2000) and an enhanced chemiluminescence detection system. 
 
Competitive Binding Assay 
Binding assays used to establish affinities for DOP were performed using membranes of GH3/DOP 
cells. Cells were harvested in phosphate-buffered saline and collected by centrifugation. Cell pellets 
were then washed by resuspension in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.2 (buffer A), followed 
by centrifugation at 40 000g for 10min. The resulting pellet was resuspended in buffer A, incubated on 
ice for 20 min, and centrifuged at 800g for 5 min, saving the supernatant. The low-speed pellet was 
resuspended in buffer A again, and the last step was repeated two more times. The low-speed 
supernatants were pooled and centrifuged at high speed (40 000g, 10 min). The resulting pellets were 
resuspended in buffer A containing 0.32 M sucrose and 5 mM EDTA (buffer B) and stored at -80 
o
C. 
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Protein concentrations were determined using the protein assay kit from Sigma Aldrich. [
3
H]Deltorphin 
II was used to selectively label DOP expressed at high levels in the cell membrane preparations. 
Binding experiments were performed in 50 mMTris buffer, pH 7.4, in 5-mL polypropylene tubes (final 
volume of 0.5mL). Incubations were carried out for 60 min at 37 
o
C. Nonspecific binding was 
determined using deltorphin II at 10
-5
 M. The reactions were terminated by filtration using cold assay 
buffer (3 x 2mL) on a GF/C. The radioactivity present on the disks was determined by liquid 
scintillation counting using a Beckman LS6500 beta counter. Experiments were performed using a 
membrane concentration of 100 μg protein/mL and radioligand concentrations close to the experimental 
Kd value (2.2 ± 0.2 nM) obtained from saturation studies. The data obtained from competition binding 
experiments were analyzed with nonlinear fitting analysis. The Ki values were determined from IC50 
determinations using the Cheng-Prusoff equation (62). 
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1.2.1. Discussion et résultats supplémentaires sur les analogues alcènes 
 
Comme le décrit l‟article, les analogues alcènes de Leu enképhaline ont été obtenus par différentes 
stratégies. Dans tous les cas, l‟obtention d‟un acide aminé protégé compatible avec la synthèse 
peptidique en phase solide était nécessaire. L‟utilisation de la phase solide a grandement facilité la tâche 
de synthèse du peptide. Pour obtenir l‟acide aminé protégé, des stratégies impliquant des réactions de 
métathèse d‟alcènes en croisé (Grubbs), de Schmidt et d‟alkylation α avec déconjugaison ont été 
utilisées. La diversité des motifs de substitution des dipeptides à obtenir nous a poussés vers l‟utilisation 
de ces diverses stratégies. Comme noté dans le texte, l‟assignation des stéréochimies pour les paires de 
diastéréoisomères A3-A5 et A4-A6 s‟est faite à partir de déduction basée sur leurs propriétés 
pharmacologiques.
165
  
 
Pour ce qui est des résultats pharmacologiques, en regardant la table 1 de l‟article, on a tout de suite un 
aperçu du potentiel de chacun des composés présentés. Le composé comportant l‟alcène en 
remplacement du premier amide (composé A1) est clairement le meilleur ligand de cette série. Sa 
liaison à DOP est comparable à celle de la Leu enképhaline. On peut remarquer que les composés A4 et 
A6 ont une liaison d‟un peu plus d‟un ordre de grandeur (10x) inférieur à celle de la Leu enképhaline. 
Pour les autres composés, les pertes sont plus importantes encore. Les tests d‟activation de DOP 
fournissent des données qui vont dans le même sens que l‟affinité. Donc, ces composés qui lient DOP 
sont aussi agonistes de celui-ci dans les tests d‟internalisation et de phosphorylation de ERK1/2. Il est à 
noter la relation entre l‟internalisation de DOP et le caractère agoniste n‟est pas parfaite et possède des 
exceptions. Dans l‟article nous avons donné l‟exemple de AR-M100390, un agoniste DOP qui n‟induit 
pas l‟internalisation.166 On peut voir à la figure 7 que deux concentrations différentes ont été utilisées 
pour le test d‟internalisation, question de voir si les composés avaient des effets agonistes à plus 
grandes concentrations. De plus, le potentiel antagoniste des composés a été testé et les résultats ont été 
rapportés à la figure 7 de l‟article. La figure 8 présente les résultats de la phosphorylation de ERK1/2 
avec des quantifications pour comparaison. Dans l'article, on démontre que l‟action du composé A1 est 
renversée par l'utilisation de l‟antagoniste sélectif DOP naltrindole (partie c de la figure 8). À la 
figure 9, on retrouve les résultats des composés A7 et A8 qui sont des analogues de la Met enképhaline. 
À cause des conditions de synthèse pour ces composés, le résidu méthionine est oxydé sous forme de 
sulfoxyde (preuve RMN
1
H et MS). Donc, si on compare les analogues de la Leu enképhaline avec ceux 
de la Met enképhaline comportant un alcène à la même position, on voit à la figure 9 que A7 tout 
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comme A1 active DOP et que A8 tout comme A2 ne semble pas activer DOP. Les analogues de la Met 
enképhaline n‟ont pas été exploités davantage dans nos travaux de recherche non seulement à cause de 
l‟oxydation de la méthionine au cours de la synthèse, mais principalement parce que la Met enképhaline 
est moins sélective que la Leu enképhaline pour DOP.64 
 
Tableau 3. Propriétés physico-chimiques du composé A1. 
 
Composé tR
a
 (min) LogD7.4
b
 ClogP
c
 tPSA (Å
2
)
c
 
Leu enképhaline 8.44 -0.89 ± 0.03 -0.851 199.95 
Tyr//Gly-Gly-Phe-Leu (A1) 8.91 -0.481 ± 0.001 0.008 170.85 
a) Temps de rétention : analyse faite sur colonne C-18 Agilent Eclipse Plus, 50 mm × 3.0 mm, 1,8 μm. 
Solvant A, 0.1 % TFA dans H2O; solvant B 0.1 % TFA dans l‟acétonitrile; 2 à 98 % B dans A durant 
20 min; débit : 0.4 mL/min. b) Mesuré selon la technique « shake flask » avec tampon PBS PH = 7.4.
167
 
L‟incertitude (±) : erreur standard à la moyenne (S.E.M.) c) Calculé en utilisant ChemBioDraw 12.0, 
tPSA : topological polar surface area. 
 
Puisque le composé A1 est le meilleur de cette série, nous avons mesuré et calculé quelques données 
physico-chimiques qui nous permettent de mieux comprendre l‟augmentation d‟hydrophobicité due au 
remplacement d‟un amide par un alcène. Au tableau 3, on peut constater que le composé A1 a un 
logD7.4 de 0.4 supérieur à celui de la Leu enképhaline. Bien que cette différence soit notable, elle est 
significativement moins grande que celle prédite par les calculs (ClogP). Selon les règles de Lipinski et 
Veber, le composé devrait avoir un logD7.4 entre 1 et 3, un poid moléculaire ≤ 500 D et une tPSA ≤ 90 
Å
2
. Il existe des exceptitions aux règles de Veber et Lipinki. Cela démontre la limitation des calculs de 
logP. Le retrait de deux hétéroatomes polaires entraîne aussi une baisse dans la tPSA. Bien que les 
propriétés du composé A1 soient encore loin de celles souhaitées pour un médicament, on peut 
constater une amélioration notable dans celles-ci par rapport au peptide de départ. 
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Tableau 4. Stabilité plasmatique (plasma 50 %) du composé A1. 
 
Composé 
Demi-vie
a
 
(min) 
Intervalle de 
confiance (95 %) 
Produits de dégradation  
(temps de la première apparition)
b
 
Leu enképhaline 4.7 [4.4-5.2] 
Gly-Gly-Phe-Leu (5 min),  
Phe-Leu (10 min) 
Tyr//Gly-Gly-Phe-Leu (A1) >60
c
 n/d Tyr//Gly-Gly-Phe (20 min) 
a) Demi-vie : La stabilité des composés a été déterminée avec un appareil HPLC Agilent série 1100 
avec colonne C-18 symmetry, 150 mm x 4.6 mm, 5 μm, chauffée à 30oC, débit 1.2 mL/min, commencé 
avec 0.1 % TFA dans H2O puis 0 à 75 % acétonitrile durant 20 min, détection UV à 223 nm. b) Produits 
de dégradation : segments peptidiques identifiés par LCMS. Temps de la première apparition : point 
auquel l‟analyse LCMS détecte le fragment. Ce temps n‟exprime pas la valeur exacte du début de la 
formation du fragment en question. C) Demi-vie trop longue pour être mesurée dans ces conditions 
expérimentales.  
 
Le tableau 4 relate les résultats des tests de dégradation effectués sur le composé A1 dans du plasma de 
rat. On peut voir que la Leu enképhaline a un temps de demi-vie plasmatique très court. Le composé A1 
possède une résistance accrue aux enzymes de dégradation grâce à sa modification de type alcène. La 
dégradation primaire de la Leu enképhaline dans le plasma est le clivage du lien Tyr-Gly effectué par 
une exopeptidase. La modification alcène que possède A1 a beaucoup d‟impact sur l'augmentation de la 
résistance à ce clivage spécifiquement. Ce point de clivage est identique à l‟action de l‟aminopeptidase 
M sur la Leu enképhaline dans le cerveau.
168
 Les exopeptidases peuvent quand même dégrader le 
peptidomimétique A1 par son extrémité C terminale (clivage du lien Phe-Leu), mais cela se produit 
beaucoup plus lentement. En effet, après 1 h d‟incubation, plus de 50% du composé est toujours intact. 
Dans les conditions expérimentales présentées, la demi-vie de A1 est trop longue pour être mesurable. 
L'enképhalinase clive le lien Gly-Phe de la Leu enképhaline dans le cerveau. Il faut souligner que ce 
clivage est visible ici pour la Leu enképhaline dans le plasma. Le composé A1 ne subit pas de clivage 
du lien Gly-Phe, bien que cette partie du peptide ne soit pas protégée.168 
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Tableau 5. Mesure de l‟activité des analogues A1-A8 par test du mouse vas deferens. 
 
Composé EC50
a
 (nM) 
Leu enképhaline 72 ± 4 
Tyr//Gly-Gly-Phe-Leu (A1) 83 ± 13 
Tyr-Gly//Gly-Phe-Leu (A2) >10000 
Tyr-Gly-Gly//Phe-Leu (A3) 6524 ± 329 
Tyr-Gly-Gly-Phe//Leu (A4) 1808 ± 180 
Tyr-Gly-Gly//D-Phe-Leu (A5) >10000 
Tyr-Gly-Gly-Phe//D-Leu (A6) 454 ± 29 
Tyr//Gly-Gly-Phe-Met(o) (A7) 197 ± 24 
a) L‟activité de chacun des composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction 
produite par un champ électrique du mouse vas deferens. Les valeurs d‟EC50 sont les moyennes ± 
l‟erreur standard à la moyenne (S.E.M) de trois expériences séparées. Pour les valeurs d‟affinité voir 
table 1 de l‟article précédant. 
 
En addition aux résultats pharmacologiques présentés dans l‟article, des tests d‟activités de mouse vas 
deferens ont été effectués par Kristina Rochon sur les analogues alcènes (tableau 5). En bref, les 
résultats vont dans le même sens que ceux des autres tests d‟activité présentés dans l‟article, sauf qu‟ici, 
la quantification s‟avère plus significative.148 Il s‟agit là d‟une preuve supplémentaire que le composé 
A1 possède un profil pharmacologique semblable à celui de la Leu enképhaline. Il ne semble pas avoir 
de biaisement sur les capacités d‟agoniste de A1 en comparaison avec la Leu enképhaline, du moins 
pour les voies mesurées et à des niveaux similaires. On peut voir que le composé A4 à de grandes 
concentrations est capable d‟activer DOP dans ce test. Les composés A2 et A3 ne démontrent que très 
peu de potentiel agoniste par ce test. On peut voir que les résultats pour les composés comportant des 
acides aminés D, soit A5 et A6 sont en concordance avec l‟affinité mesurée dans l‟article. Donc, le 
composé comportant une D-Phe et un alcène n‟est pas actif sur DOP. Le produit comportant une D-Leu 
(A6) est significativement plus actif sur DOP que son analogue comportant une L-Leu (A4) et un alcène 
au même endroit (environ un ordre de grandeur de différence). L'analogue de Met enképhaline A7 
semble légèrement moins actif que son correspondant A1 qui porte un alcène au même endroit. 
L‟activité du composé A8 n‟a pas été testée en MVD. Par les autres tests, on peut présumer qu‟elle 
serait très faible ou nulle, tout comme les résultats de A2. 
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Figure 56. Mesure de l‟efficacité analgésique in vivo de A1. 
(Test de Hargreaves sur rat traité au CFA; mode d‟injection : intrathécale) 
 
Nous voulions mesurer le potentiel analgésique de A1 et confirmer que cet agoniste DOP peut produire 
une réponse chez l‟animal. Pour ce faire, mes collègues Véronique Bournival et Hélène Beaudry l‟ont 
testé chez le rat. Le composé A1 a été dissous dans un minimum de DMSO complété au volume 
d‟injection avec de la saline. Le véhicule est le solvant de disolution de A1. Dans ce test il y a cinq 
animaux par point (figure 56). La dose donnée est du 10μg pour chaque composé. Dans ce modèle de 
douleur allodynique, le rat est traité avec le CFA (complete Freund‟s Adjuvent) 72 h avant le test. 
L‟injection de cette substance dans la patte du rat produit une inflammation visible. La sensibilité de 
l‟animal à la douleur au niveau de la patte traitée s‟en trouve changée (hyperalgésie). Le test de douleur 
illustré à la figure 56 est le test de Hargreaves.39
a
 En bref, une lumière infrarouge chauffe légèrement le 
dessous de la patte de l‟animal. On rapporte sur l‟axe des Y le temps que l‟animal prend pour retirer sa 
patte, par rapport à, sur l'axe des X, le temps d‟injection. La figure 56 présente deux contrôles négatifs 
(saline et véhicule : 0.7 % DMSO) et un contrôle positif, la deltorphine II (un agoniste sélectif DOP). 
Ce test ne rapporte pas l‟analgésie au sens large, mais bien l‟antihyperalgésie, soit le potentiel à 
ramener l‟animal à un seuil de douleur normal (illustré par le point pré CFA). Après 15 min, les 
potentiels antihyperalgésiques de A1 et de la deltorphine II sont similaires et significativement 
différents des contrôles négatifs. Tout cela nous prouve que A1 peut produire de l‟anti-hyperalgésie 
chez l‟animal. Notez que les injections ont eu lieu par voie intrathécale (dans la moelle épinière du rat). 
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Par ce type d'injection, les produits sont administrés directement dans le CNS évitant ainsi des 
différences qui pourraient être dues à la pharmacocinétique. Ceci n'illustre donc pas le potentiel de A1 
en tant qu‟analgésique par voie orale. Au tableau 4, on a rapporté une demi-vie plasmatique de >60 min 
pour A1. Cette mesure est significativement plus grande que la demi-vie de la deltorphine II, qui elle est 
d‟environ 20 min.169 Cela étant dit, les deux composés semblent avoir la même action 
antihyperalgésique transitoire.  
 
 
 
Figure 57. Résumé des hypothèses sur les ponts H dans la Leu enképhaline. 
 
À la lumière des résultats pharmacologiques présentés dans l‟article, la figure 57 présente un résumé de 
nos hypothèses sur les interactions de type pont H possibles dans la Leu enképhaline. Notez que ce 
résumé ne recueille que les hypothèses de l‟article. Il sera plus détaillé et affirmatif avec les résultats 
des séries subséquentes. On peut conclure que puisque le composé A1 possède des propriétés 
pharmacologiques semblables à celles de la Leu enképhaline, le lien amide qui est remplacé dans ce 
composé ne doit pas être essentiel à l‟action du peptide. Donc, ce lien amide n‟est pas impliqué dans les 
interactions de type pont H présentes dans la conformation active de la Leu enképhaline. Le lien amide 
entre Phe et Leu, quant à lui, semble tout de même mieux tolérer le remplacement que les deux autres. 
Cela laisse entendre que le lien amide Phe-Leu est faiblement impliqué dans les interactions de type 
pont H. Ce lien peut être remplacé par un alcène avec rétention partielle de l‟activité biologique. De 
plus, il faut mettre un bémol sur les déductions d‟interactions parce que ces interactions peuvent être 
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intramoléculaires (comme un tournant β) ou intermoléculaires (avec DOP). Ces déductions ne sont 
bonnes que si les peptides concernés ont la même conformation active à l‟intérieur de DOP. Si le 
composé A1 est actif et que sa conformation active est différente de celle de la Leu enképhaline, les 
interactions possibles avec DOP sont alors différentes pour une fonction donnée entre les deux 
composés.
170
 
 
 
 
Schéma 1. Dérivation du composé A5 pour cristallisation et rayons X. 
 
Nous avons tenté de prouver la stéréochimie absolue des paires de diastéréoisomères A3-A5 et A4-A6. 
Le schéma 1 illustre une des tentatives faites dans cette voie. Le composé A5 a réagi avec du chlorure 
de p-bromobenzoyle, en présence de bicarbonate de soude, pour donner les différents composés acylés 
illustrés (mono et bis).
171
 Le but était d'abord d‟augmenter le caractère cristallin du peptide, de réussir 
une cristallisation, puis de faire une analyse cristallographique par diffraction des rayons X. Les 
produits formés ont pu être isolés par HPLC Prep. Ils étaient visiblement de nature plus cristalline que 
le peptide de départ. Toutefois, nos tentatives de cristallisation dans le but d‟obtenir un crystal de taille 
 100 
suffisante pour analyse, se sont toutes soldées par un échec. Le projet d‟assigner la chiralité absolue de 
ces composés a été abandonné. 
 101 
1.3 Kinetic deconjugation: a gateway to the synthesis of Xxx-Gly (E)-alkene dipeptide isosteres, 
article publié dans Tetrahedron Letters, 2011, 52, 6603-6605. 
Avant-propos : 
 
Comme discuté précédemment, le composé A1 a eu un grand intérêt pour la suite du projet. Par contre, 
sa synthèse par métathèse d‟alcène en croisé a comporté quelques étapes onéreuses et d'autres avec des 
rendements variables. L'intérêt de développer une nouvelle avenue synthétique vers des synthons de 
type Xxx//Gly était présent. Bien que ce type de motif ne comporte qu‟un seul centre chiral, les 
méthodes présentées dans la littérature pour obtenir ce type d‟acide aminé modifié sont limitées. Elles 
sont souvent aussi complexes que celles qui contiennent deux centres chiraux.
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 Nous avions le désir 
d'améliorer cette synthèse.  
 
 
Schéma 2. Réaction secondaire de déconjugaison survenue lors de l‟alkylation de A24.  
 
Avec les travaux de Sylvain Bernard, la synthèse de motifs tels que A24 au laboratoire a été explorée 
pour plusieurs acides aminés.
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 L‟homologation de type Wolf d‟une diazocétone suivie d‟une réaction 
de Wittig permet d‟obtenir ces composés en quantités appréciables. Cette méthodologie a été appliquée 
dans l‟article précédent pour obtenir A24. Au premier article inséré dans cet ouvrage, il n'y est pas 
mentionné que si l‟électrophile utilisé (pour alkyler A24) est faible et encombré, une autre réaction a 
lieu. En fait, cette réaction de déconjugaison est majoritaire (schéma 2) en ce qui concerne le produit 
formé (Phe-Gly EADI). La polarité du produit formé est très semblable à celle du produit de départ. 
Sauf pour la région de l‟alcène, les spectres (RMN 1H) sont très semblables. Tout cela rend la 
constatation de cette transformation difficile. D‟ailleurs, la séparation par chromatographie éclair des 
produits formés par cette réaction n‟est pas chose facile. Pierre Baillargeon avait préalablement obtenu 
des molécules de type Phe-Gly EADI par métathèse d‟alcènes en croisé. Les données RMN 1H 
présentées dans cet ouvrage ont corrélé celle de Pierre.
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 Cette réaction a lieu lorsque l‟énolate formé 
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dans le milieu réactionnel ne réagit pas avec l‟électrophile faible et réagit lors de la neutralisation de la 
réaction. La plus gros lobe de l‟orbitale de l‟énolate (voir figure 1 de l‟article ci-dessous) est situé en α 
du carbonyle. C‟est le carbone en α du carbonyle qui réagit majoritairement lors de la neutralisation 
avec un acide, ce qui produit une déconjugaison du produit de départ. Il est à noter que, dans plusieurs 
cas, des quantités significatives de produits de départ sont observées et la déconjugaison a lieu 
seulement sur une partie du substrat. Cette réaction se produit lors de la neutralisation. Elle ne peut pas 
être suivie par CCM, car la neutralisation peut se faire aussi sur la silice. 
 
Cette réaction secondaire déjà bien connue n‟a pas été découverte par notre équipe. Elle a été nommée 
déconjugaison cinétique par notre équipe. Elle est en effet sous contrôle cinétique et donne le produit 
thermodynamiquement le moins stable (l‟alcène non conjugué). La réaction a déjà été rapportée dans la 
littérature pour quelques substrats, mais ce qui était innovateur ici était son application au domaine de la 
peptidomimétique (voir référence 8 de l‟article ci-dessous). Nous avons donc appliqué cette réaction à 
l‟obtention d‟acides aminés modifiés comportant un alcène pour obtenir des motifs de type Xxx-Gly.  
 
 
 
Figure 58. Différents types d‟alcènes trisubstitués incorporés dans des peptidomimétiques. 
 
Après le succès rencontré avec le composé A1, la substitution de cet alcène est devenue intéressante au 
niveau de la relation structure activité. Quelques types d‟alcènes trisubstitués existent dans la littérature. 
Certains sont présentés à la figure 58 (voir référence 5 de l‟article). Ces motifs sont nommés TADI 
(trisubstituted alkene dipeptide isostere) dans la littérature (voir référence 5 de l‟article). Puisque 
l'objectif était d'augmenter l‟hydrophobicité de l‟analogue, l‟incorporation d‟un simple méthyle a été 
choisie (la valeur de ClogP est augmenté de 0.4 par l‟ajout du méthyle). Les alcènes trisubstitués de 
type fluoroalcène ou trifluorométhyle alcène sont utilisés dans plusieurs peptidomimétiques pour leurs 
ressemblances structurelles et électroniques avec l‟amide. Dans ce cas-ci, un alcène porteur d‟un 
substituent électronégatif (électro-attracteur) pour mimer le carbonyle de l‟amide de départ n‟a pas été 
jugée nécessaire. L‟alcène du composé A1 n‟est pas polaire comme un carbonyle et pourtant A1 est 
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actif sur DOP. La méthodologie de synthèse par déconjugaison cinétique a été appliquée pour obtenir 
un analogue de la Leu enképhaline comportant un méthyl alcène (CH3-ADI ou Me//). La réaction part 
d‟un alcène disubstitué et conjugué pour arriver, après neutralisation, à un alcène trisubstitué non 
conjugué. Nous avons jugé que cette réaction devrait être plus favorisée que celle décrite au schéma 2 
parce que l‟état de transition de la protonation de l‟ion diénolate conduisant à une oléfine trisubstituée 
(CH3-ADI) devrait être plus bas en énergie que celui conduisant à une oléfine disubstituée (schéma 2). 
La synthèse de l‟acide aminé modifié (TADI) est présentée dans l‟article ci-dessous et l‟incorporation 
de cet acide aminé dans un peptidomimétique est présentée subséquemment à l‟article. 
 
Après mes efforts pour comprendre cette réaction, Jean-François Nadon est venu m‟appuyer dans les 
réactions nécessaires pour la caractériser et dans l‟écriture du manuscrit. Je tiens à souligner que 
l‟article qui suit est le premier manuscrit publié par le laboratoire du Pr Yves Dory dont la rédaction 
initiale est entièrement produite par des étudiants. 
 
Voici une liste des contributions pour les différents auteurs de cet article : 
 
- Arnaud Proteau-Gagné  
Idée originale de l‟article et découverte (sur ce type de substrat) de la réaction décrite. Synthèse et 
caractérisation chimique de la grande majorité des composés présentés dans l‟article, rédaction des 
protocoles expérimentaux qui s'y rattachent. Rédaction du manuscrit (contribution majeure) et 
correction du manuscrit. 
- Jean-François Nadon  
Synthèse sur plus grandes quantités des composés retrouvés au schéma 2. Synthèse de la moitié des 
composés du tableau 1. Rédaction des protocoles expérimentaux rattachés à ces molécules. Rédaction 
du manuscrit (contribution mineure) et correction du manuscrit. 
- Sylvain Bernard 
Contribution à l‟élaboration de la voie de synthèse présentée sur d‟autres substrats. Les produits de 
départ du tableau 1 ont été fournis par Sylvain, leur synthèse n‟est pas décrite dans l‟article. 
- Brigitte Guérin 
Correction du manuscrit. 
- Louis Gendron  
Correction du manuscrit. 
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- Yves Dory  
Correction du manuscrit (la majeure partie des corrections). 
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ABSTRACT  
A new method for the preparation of Xxx-Gly (E)-alkene dipeptide isosteres (EADIs), using LDA 
deprotonation followed by 1N HCl quench, was explored. The method, named kinetic deconjugation, 
enabled the synthesis of Tyr-Gly, Gly-Gly, Ser-Gly, Pro-Gly and Phe-Gly  EADIs, as well as one Tyr-
Gly trisubstituted alkene dipeptide isostere (TADI). Overall, this method, based on commercially 
available materials, leads to high yields, requires few synthetic steps and works on the gram scale in the 
synthesis of a wide variety of EADIs. 
 
 106 
INTRODUCTION 
 
Replacement of the amide function by an isosteric function in a peptide sequence is a recognized 
way to improve "drug like" properties of a peptide.
1
 A widely used isostere of the amide bond is the 
(E)-alkene dipeptide isostere (EADI). The incorporation of an alkene replacing an amide bond increases 
hydrophobicity and enzymatic resistance of the peptide.
2
 Some of those peptidomimetics are very 
potent towards their biological target.
3,4
 Other alkene isosteres of the amide have been developed such 
as trisusbtitued alkene dipeptide isostere (TADI). It is reported that certain TADIs can promote beta 
turns in peptidomimetics.
5
 Since these modifications are useful, a lot of work has been done to develop 
synthetic methods to obtain those building blocks. The copper mediated ones are still largely used and 
studied nowadays.
6 
These effective and stereoselective methods lead to EADIs bearing two chiral 
centers. In counterpart, they involve many synthetic steps. Other methods requiring fewer steps have 
been developed, but some lack stereocontrol.
4
 In the case of a Xxx-Gly EADIs, only one chiral center is 
present. This causes the use of long methods to be irrelevant, but few shorter syntheses have been 
developed for Xxx-Gly EADIs.
4,7
 We now report a novel short and efficient synthetic method to obtain 
Xxx-Gly EADIs. 
 
 
 
Scheme 1. Alkylation and kinetic deconjugation to obtain an EADI 
 
The treatment of a (E)-α,β-unsaturated ester with LDA, followed by a quench using HCl at low 
temperature, is an already known way to obtain the corresponding (E)-β,γ-unsaturated ester.8 We named 
this reaction "kinetic deconjugation". Alkylation of (E)-α,β-unsaturated ester was also previously 
reported as a useful way to obtain EADIs with two chiral centers (Xxx-Yyy in scheme 1).
4,9,10
 
According to our knowledge, no one has previously reported that a quench of a specific enolate with a δ 
nitrogen atom (figure 1) by means of a protic source can lead directly to a Xxx-Gly EADI (scheme 1). 
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In this report, we explore the scope of this kinetic deconjugation to form EADIs on a variety of amino 
acids. We also report a synthesis to obtain a TADI. 
 
 
 
Figure 1. β,γ-Unsaturated enolate bearing a δ nitrogen atom 
 
RESULTS 
 
Our synthetic strategy was first applied to tyrosine to obtain a Tyr-Gly EADI (Scheme 2). 
Diazomethane was added to the mixed anhydride, which resulted from the addition of isobutyl 
chloroformate to Boc-Tyr(tBu)-OH, to yield the diazoketone 1.
11
 Wolf rearrangement of 1
11
 led to the 
ester 2, which was then reduced to the aldehyde
11
. Addition of the suitable ylide produced the (E)-α,β-
unsaturated ester 3. Formation of the conjugated enolate using LDA, followed by a kinetic quench 
using HCl at low temperature afforded the (E)-β,γ-unsaturated ester 4.12 The methyl ester was then 
hydrolyzed using LiOH to yield the carboxylic acid 5. This six steps synthesis was executed with an 
overall yield of 63 %. All reactions were done on a gram scale. Cautious measures were taken for 
reagents such as CH2N2, DIBAL and LDA. 
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Scheme 2. Synthesis of Tyr-Gly EADI. 
 
The same synthetic strategy was used with the inclusion of an alkylation to obtain a Tyr-Gly CH3-
ADI (Scheme 3). The previously obtained ester 2 (Scheme 2) was alkylated with MeI
13
 and the 
diastereoisomers were separated. The stereochemistry of the α carbon was assigned by comparing 1H 
NMR with very similar reported compounds.
13
 The major syn diastereoisomer obtained 6 was then 
reduced to the aldehyde and subsequent addition of the ylide produced the (E)-α,β-unsaturated ester 7. 
After treatment with LDA, followed by HCl quench, the (E)-β,γ-unsaturated ester 8 was obtained. The 
(E) geometry of the alkene was determined by NOESY experiments. The methyl ester was then 
hydrolyzed using LiOH to yield carboxylic acid 9. This seven step synthesis was executed with an 
overall yield of 13 %. 
 
At least 3 equivalents of LDA in a concentrated THF solution are required to form the conjugated 
enolate. Since the use of the lithium stabilizing agent TMEDA did not increase the yield in (E) alkene 8 
(scheme 3) it was not used subsequently. The use of other quenching agents to obtain (E) alkene 8 such 
as brine, saturated aqueous NH4Cl solution, saturated aqueous citric acid solution or glacial acetic acid 
gave mainly starting material. This illustrates that the use of a strong acid like 1 N HCl solution is 
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mandatory to achieve a kinetic quench of the conjugated enolate. It is already known that the α carbon 
(figure 1) possess the greatest electronic density in the conjugated enolate so, under kinetic conditions, 
the quench with a strong acid yields the (E)-β,γ-unsaturated ester.14 
 
 
 
Scheme 3. Synthesis of Tyr-Gly CH3-ADI. 
 
To show the different uses of our method, we applied our synthetic route to other of amino acids. 
The first three steps (Arndt-Eistert homologation, reduction with DIBAL and Wittig reaction) were 
done on phenylalanine, glycine, proline and serine to obtain substrates 10 to 14. In the case of serine, 
we used two different sets of protections (see entries for substrates 11 and 14 in table 1). Results of 
treatment with LDA, followed by HCl quench at low temperature afforded (E)-β,γ-unsaturated esters in 
yields ranging from 27 to 66 % (table 1). For each product the (E) geometry was determined by looking 
at the coupling constant of the alkene hydrogens in 
1
H NMR spectra. Total yields of both (E) and (Z) 
β,γ-unsaturated esters oscillated between 46 and 71 % for all reactions. Flexible side chains (substrates 
4, 10 and 11) seems to favor (E) adducts. Restricted side chains as in 14 lead to more (Z) adducts (E/Z ~ 
2/1). The simplest and more flexible substrate 12 definitely favors the (Z) adduct. Illustrations of this 
phenomenon already exist in the literature for simpler substrates.
8
 For all substrates in table 1, less than 
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5% of starting material could be isolated. The carbamate hydrogen on the substrates 10-12 had no 
significant effect on the yield when compared to substrates 13 and 14 devoid of this labile hydrogen. 
 
Kinetic deconjugation of a variety of substrates 
 
Substrate Side Chain Corresponding dipeptide Yield (%)
a
 
10 -CH2Ph Phe-Gly 66 
11 -CH2OTBDPS Ser-Gly 63 
12 -H Gly-Gly  27
c
 
 
13 -CH2CH2- Pro-Gly 46 
14 -C(CH3)2O-
b
 Ser-Gly  47
c
 
a
 Isolated (E) alkene yield. 
b
 Serine is protected with a cyclic dimethyl acetal (Garner) 
c
 43% (Z) β,γ-unsaturated ester product were isolated for 12 and 24% for 14 
 
CONCLUSION 
 
The high overall yield of our method in scheme 1 illustrates the usefulness of our method over the 
already existing ones to achieve a Xxx-Gly EADI.
7
 Since all steps are known to be large scale 
compatible, there should be no major problem applying this synthesis on even larger quantities.
15
 The 
Boc protected (E)-β,γ-unsaturated acids are suitable for solid phase peptide synthesis  using Boc 
methodology. Removal of the Boc protection with TFA and subsequent reaction of the amino group 
with Fmoc-Cl could provide a protected building block suitable for solid phase peptide synthesis using 
Fmoc methodology.
4
 
 
The synthetic strategy shown in scheme 3 could be used to obtain TADIs bearing other functional 
groups than methyl. A wide selection of commercial electrophiles can be used in the alkylation step. 
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Following the same synthetic pathway, a variety of TADIs could be obtained. The alkylation step could 
be carried out earlier in the synthesis by alkylating the diazoketone. This could provide milder 
conditions with the use of KHMDS instead of LDA.
16
 
 
In summary, this synthetic method using kinetic deconjugation is an efficient way to obtain Xxx-Gly 
EADIs. We have shown that a few high yield steps are required to obtain gram quantities of Tyr-Gly 
EADI using commercially available starting material. The method was applied on different amino acids 
and on the synthesis of a CH3-ADI with successful results. Although we believe this method could lead 
to more complex EADIs and TADIs, further investigations are required to evaluate its full scope. 
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1.3.1. Discussion et résultats supplémentaires liés à la déconjugaison cinétique 
 
L‟article précédent décrivait l‟utilisation de la réaction de déconjugaison cinétique pour obtenir des 
isostères de dipeptides. Ceux-ci peuvent par la suite être intégrés dans différents peptidomimétiques. 
L‟article ne traite pas des détails de cette incorporation.  
 
Le schéma 2 de l‟article traite de la synthèse de B5. Ce composé est un équivalent de A14 qui a été 
synthétisé en quantité appréciable par Jean-François Nadon. Par la suite, Jean-François l'a incorporé 
dans différents peptidomimétiques qui comprennent cette modification, y compris le composé A1. Jean-
François a démontré que le composé A1 de cette synthèse a la même nature que le composé A1 dérivé 
de l‟acide aminé A14 (seule différence entre A14 et B5 étant la protection du phénol dans ce dernier). 
Dans le texte subséquent, la nature de l‟agent de neutralisation est discutée. Le HCl 1N a donné les 
meilleurs résultats quant à l‟obtention de produit déconjugué. La force de cet acide a surement un rôle à 
jouer dans ce résultat. La neutralisation se produit à -78
 oC. D‟autres agents de neutralisation pourraient 
être envisagés pour appuyer les précédentes déductions.  
 
Le schéma 3 de l‟article présente la synthèse de B9. Cette synthèse constitue une première dans le cas 
des TADIs. Le nombre de méthodes répertoriées comme générant un tel motif est relativement limité 
dans la littérature (voir référence 5 de l‟article). Il est à noter que le rendement de l‟étape de 
déconjugaison cinétique est relativement faible comparé aux autres rendements présentés dans l‟article 
pour cette même réaction. Comme discuté préalablement dans l‟article, B8 est un alcène trisubstitué (et 
non disubstitué). Nous avions jugé sa formation plus facile lors de la réaction. Lors de la réaction la 
quantité de produit de départ récupéré est plus grande que les quantités de produits déconjugés (E+Z). 
Dans les produits déconjugés l‟alcène E est majoritaire (la quantité exacte d‟alcène Z n‟a pas été 
mesurée). La déprotonation qui forme l‟énolate a lieu au même endroit où le méthyle est substitué et il y 
a possiblement un gène stérique à la déprotonation. De plus, cette déprotonation est la deuxième que 
subit le substrat (le proton le plus acide étant celui du carbamate, le pKa de l‟ester étant environ 23 et 
celui du carbamate de 14).  
 
Le tableau 1 (Kinetic deconjugation of a variety of substrates) de l‟article présente l‟application de la 
réaction de déconjugaison cinétique à une variété de substrats. Les substrats B11-B14 ont été pris des 
travaux de la thèse du Dr Sylvain Bernard.173 La réaction procède dans des rendements variant de 27 à 
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66 % pour les substrats B10-B14. Dans quelques cas, des quantités appréciables d‟alcènes déconjugués 
cis ont été obtenues. Notez que les réactions de ce tableau n'ont pas été optimisées. Comme traité dans 
l‟article, l‟action d‟un co-solvant stabilisateur de lithiens, comme le TMEDA, est considérée comme 
n'ayant pas ou peu d'impact.
175
 Il faut mentionner cependant que l‟ajout de TMEDA n‟a pas été testé sur 
toutes les réactions de déconjugaison rapportées dans l‟article. HMPA ou DMPU n‟ont pas été testés. Il 
a été observé que la concentration des réactifs est un facteur important dans ce cas-ci. Comme 
mentionné dans la conclusion, la déconjugaison cinétique pourrait avoir un impact important dans 
l'élaboration de synthèses de toutes sortes de peptidomimétiques comportant un alcène. 
 
 
 
Schéma 3. Synthèse en phase solide de 1 à partir de B9. 
 
Après la synthèse de B9 (schéma 3 de l‟article ci-dessus), cet acide aminé modifié a été incorporé dans 
un peptidomimétique au schéma ci-dessus. Encore une fois, l‟utilisation de la synthèse phase solide 
nous est venue en aide. Cette fois-ci, une résine commerciale comprenant déjà une leucine a été utilisée. 
Après les deux premiers couplages, B9 a été utilisé lors du troisième couplage. À la suite d'un clivage et 
d'une purification à l‟aide de HPLC Prep, l‟analogue 1 a été obtenu. 
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Tableau 6. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour le composé 1. 
 
Composé Ki
 a
 (nM) EC50
b
 (nM) 
Leu enképhaline 6.3 ± 0.9 72 ± 4 
Tyr(Me)//Gly-Gly-Phe-Leu 1 724 >10000 
a) L‟affinité (Ki) des composés a été déterminée par leur habileté à inhiber la liaison de la [
3
H] 
deltorphine II, un agoniste sélectif DOP (Kd = 1 nM) dans des extraits membranaires de cellules GH3 
exprimant le DOP cloné de souris. La valeur de Ki pour 1 est la moyenne de deux expériences séparées. 
b) L‟activité de chacun des composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction 
du mouse vas deferens produite par un champ électrique. Les valeurs d‟EC50 sont les moyennes ± 
l‟erreur standard à la moyenne (S.E.M) de trois expériences séparées. Tests effectués par Kristina 
Rochon. 
 
Avec les efforts placés dans la synthèse du composé 1, les propriétés pharmacologiques mesurées ont 
été décevantes. Le composé 1 est loin d‟avoir l‟action de la Leu enképhaline sur DOP comme montré 
au tableau 6. Son affinité est deux ordres de grandeur (100x) plus faible que celle de la Leu 
enképhaline. Son activité en MVD est jugée trop faible pour être mesurée. C‟est d‟ailleurs pour ces 
raisons que le composé 1 n‟a pas été inclus dans nos publications. Sa synthèse demeure, par contre, très 
intéressante. 
 
 
 
Figure 59. Comparaison de l‟encombrement d'un amide vs un alcène substitué (CH3-ADI). 
 
Le mauvais potentiel pharmacologique du composé 1 doit certainement provenir du méthyle 
additionnel. Cette information devient claire lorsqu‟on compare les données pharmacologiques de 1 
avec celle du composé A1. Comme illustré à la figure 59, la présence du méthyle peut causer un 
encombrement stérique légèrement plus grand que celui  causé par le carbonyle de la Leu enképhaline. 
Il reste à savoir si cet encombrement cause une gêne lors de l‟adoption d‟une conformation active 
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similaire à celle de la Leu enképhaline. Peut-être aussi que la conformation active est atteinte, mais 
qu'une intéraction stérique est présente entre 1 et DOP. Pour dissocier ces deux phénomènes, une valeur 
d‟affinité pour MOP serait une information intéressante que nous n'avons malheureusement pas.  
 
 
 
Schéma 4. Tentative d‟alkylation de B3. 
 
Comme décrit au schéma 1 de l‟article, les substrats de type alcènes conjugués peuvent être utilisés 
pour incorporer une chaîne en α du carbonyle à l‟aide d‟une alkylation. Comme mentionné dans 
l‟introduction de cet ouvrage, un des peptides opioïdes agonistes sélectifs DOP est le DADLE (Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-D-Leu). Nous avons tenté d‟introduire, dans le DADLE, un alcène à l‟endroit homologue 
de l‟alcène du composé A1. Le schéma 4 présente nos tentatives d‟alkylation du substrat B3 (obtenu 
dans l‟article précédent) pour avoir un acide aminé modifié de type Tyr//DAla. Cette réaction répétée 
plusieurs fois a donné des résultats variables. Elle donne du produit de bis alkylation en grandes 
quantités. La limitation du nombre d‟équivalents de MeI n'y change rien. Le mélange de 
diastéréoisomères produit par l'alkylation s‟est démontré comme non séparable. Même après 
déprotection sous forme d‟acide aminé (le clivage du Boc, le clivage du tBu et l‟hydrolyse de l‟ester ont 
été effectués à l‟aide d‟une agitation dans le HCl 6N à t.a. pendant une semaine) et purification à l‟aide 
d'un HPLC Prep, le mélange était inséparable. Le projet a été abandonné avec ces résultats mitigés. 
Peut-être que l‟incorporation d‟un tel segment sous sa forme de mélange de diastéréoisomères aurait 
donné lieu à deux peptides séparables par HPLC Prep. Encore là, le même problème d‟assignation de la 
chiralité que celui rapporté dans l‟article de la section 1.2 nous attendait. 
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CHAPITRE 2 : LES ANALOGUES ESTERS ET N-MÉTHYL AMIDES 
 
2.1. Introduction 
 
Dans le chapitre précédent, nous avons traité de l'importance des amides dans les interactions de la Leu 
enképhaline. En bref, le premier amide de celle-ci n‟est pas impliqué dans des interactions de type pont 
H lorsqu‟elle active DOP. Cette importante conclusion est tirée à la fin du premier article inséré dans 
cet ouvrage. Elle nous pousse à croire par déduction inverse que les trois autres amides sont impliqués 
dans des ponts H lors de l‟activation de DOP par la Leu enképhaline. Les volontés d‟examiner la nature 
de ces interactions et de développer de nouveaux analogues aux propriétés pharmacologiques 
améliorées nous ont conduites à concevoir les analogues inclus dans ce chapitre. Pour mieux 
comprendre cette nature, nous avons fait appel à deux fonctions isostériques à l‟amide et capables 
d‟accepter un pont H : l‟ester et le N-méthyl amide.176 La majeure partie des recherches présentées dans 
ce chapitre a fait l‟objet d‟une publication récente.177 J‟ai fait la synthèse et la caractérisation chimique 
des analogues de Leu enképhaline présentés dans cet article et j‟ai contribué à l‟écriture du manuscrit. 
Au niveau de la pharmacocinétique, un donneur de pont H est beaucoup plus limitant qu‟un accepteur. 
Donc, le remplacement d‟un amide donneur et accepteur par un simple accepteur est un gros gain au 
niveau de l'obtention d‟un peptidomimétique « drug like ».178 Le remplacement d‟un amide par un ester 
ou par un N-méthyl amide apporte un gain considérable sur l‟hydrophobicité de l‟analogue obtenu. 
C‟est d‟ailleurs une des raisons qui nous ont poussées à étudier ces modifications. 
 
 
 
Figure 60. Présentation des fonctions ester et N-méthyl amide comme isostères d‟amides. 
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L‟ester et le N-méthyl amide possèdent tous deux un potentiel accepteur de pont H (illustré à la 
figure 60). Ils peuvent être introduits comme mimétiques du lien amide. Cela peut permettre 
l‟investigation des différents rôles des amides dans la liaison et l‟activation d‟un récepteur.176 Pour être 
bien clair, les deux fonctions n‟ont absolument pas de capacité de donneur de ponts H. Aucune fonction 
isostérique n‟est parfaite à 100%. Certaines propriétés propres aux deux fonctions choisies sont bien 
différentes de celles de l‟amide qu‟elles remplacent.179 Regardons ces différences en détail. 
L‟encombrement stérique introduit par le méthyle additionnel (N-méthyl amide) dévie la géométrie 
planaire de l‟amide maintenant tertiaire et restreint les conformations possibles dans le nouvel 
isostère.
180
 La différence d‟énergie entre la forme s-trans et la forme s-cis est plus petite dans le cas 
d‟un amide tertiaire que dans celui d‟un amide secondaire. La forme s-cis peut être celle adoptée dans 
l'analogue. C'est le cas du segment Xxx-Pro discuté au chapitre 1.
181
 L‟ester, quant à lui, ne possède pas 
autant de limitation et semble être un meilleur isostère d‟amide au niveau géométrique.182 Sa 
conformation la plus stable est la même que celle de l‟amide secondaire : la s-trans. Par contre, la 
résonnance est moins forte dans l‟ester en comparaison à l‟amide. Cela donne au lien C-O un côté 
double liaison moins prononcé (versus C-N) et abaisse la rigidité du groupement.182 Comparons les 
barrières de rotation des deux liens. Elles sont de ~22 kcal/mol pour l‟amide et de seulement 
15 kcal/mol pour l‟ester. Les groupements ester et N-méthyl amide sont très similaires à l‟amide, outre 
ces différences. Ces différences peuvent être réduites en importance par le processus de docking 
induit.
183
 En d‟autres mots, même si la conformation la plus stable de l‟analogue n‟est pas celle de la 
Leu enképhaline, si les coûts énergétiques ne sont pas trop grands, DOP peut induire ou sélectionner 
une autre conformation. Nous déduisons que cette conformation sélectionnée devrait être similaire à la 
conformation active de la Leu enképhaline.  
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Figure 61. Quelques depsipeptides biologiquement actifs. 
 
En chimie organique, l‟hydrolyse d‟un lien ester peut se faire en conditions plus douces que l‟hydrolyse 
d‟un amide. Voici les raisons pour lesquelles l‟hydrolyse d‟un ester est plus facile que celle d‟un amide. 
Dans les conditions ou l‟étape lente est l‟addition de H2O (ou HO
-), le carbonyle d‟un ester est plus 
réactif que celui d‟un amide (ce dernier est moins électrophile dû au caractère plus faible de la liaison pi 
– LUMO plus haute en energie). Si l‟étape lente est le bris de l‟intermédiaire tétrahédrique, le bris est 
plus facile dans le cas de l‟ester parce qu‟un alcool (ou alcoolate) est un meilleur groupe partant qu‟une 
amine (ou un amidure). En biologie, pour comprendre les stabilités, il faut aussi prendre en compte les 
enzymes. Certains liens amides sont très facilement clivés dans le corps humain. Les estérases clivent 
facilement plusieurs liens esters. D‟ailleurs, plusieurs conceptions de prodrogues sont basées sur le 
clivage d‟un ester.184 Pour qu‟un de ces deux liens soit clivé par une action biologique, il faut qu‟il soit 
reconnu par une enzyme. Le remplacement d‟un amide par un ester donne occasionnellement des 
composés plus stables biologiquement.
185
 Lorsqu‟on remplace un amide par un ester, le nouveau 
peptidomimétique formé se nomme depsipeptide. La plupart des depsipeptides rapportés comme actifs 
et stables biologiquement dans la littérature sont cycliques.
186
 Présentée à la figure 61, la Rhomidepsine 
(FK-228)
187
 possède des propriétés anticancéreuses et la Valinomycine, des propriétés antibiotiques.
188
 
Il existe aussi des depsipeptides cycliques avec des propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires. 
Ils sont moins communs, mais certains depsipeptides linéaires sont actifs et stables biologiquement. 
Parmi les exemples, on retrouve la Dolastatine 15 qui est un médicament contre le cancer.
189
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Comme la modification ester, la modification N-méthyl amide est aussi utilisée par les organismes 
vivants pour produire des peptides plus stables ou plus perméables aux membranes biologiques.
190
 Le 
groupe du Pr Lokey s'intéresse beaucoup aux peptides cycliques. Ils ont préalablement démontré que 
certains peptides cycliques naturels sont capables d‟adopter une conformation pour passer les 
membranes biologiques (figure 62). Dans cette conformation, les amides du peptide font des liens entre 
eux pour neutraliser leurs fonctions donneuses de pont H.
191
  
 
 
 
Figure 62. Explication de la perméabilité membranaire de peptides cycliques (Groupe de Lokey). 
 
En d‟autres termes, les amides neutralisent leurs fonctions donneuses de pont H de façon 
intramoléculaire, ce qui diminue la surface polaire et augmente l‟hydrophobicité apparente du peptide. 
Le tout donne une conformation propice à passer les membranes. Cette conformation peut être 
différente de celle qui est biologiquement active. Le groupe du Pr Lokey a aussi démontré que la nature 
peut sélectivement placer des méthyles sur les amides qui ne peuvent pas faire cette neutralisation 
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(ponts H intramoléculaires). Cela diminue les donneurs de pont H du peptide et le rend ainsi perméable 
aux membranes (figure 62).
192
 La N-méthylation peut aussi favoriser la ou les conformations permettant 
de former des liaisons H intramoléculaires. De manière purement synthétique, l‟alkylation sélective des 
amides non impliqués dans cette neutralisation a d‟ailleurs été réussie dans leur laboratoire.192 Les 
peptides qui comportent des N-méthyl amides ont une plus grande facilité à traverser la barrière 
hématoencéphalique que leurs analogues qui n‟en contiennent pas.193 Dans le cas des peptides linéaires, 
la N-méthylation augmente l‟hydrophobicité en éliminant la formation de liaisons H intermoléculaires 
(par les NH donneurs avec l‟eau) et en augmentant un peu le caractère « gras ».193  
 
 
 
 
Figure 63. Exemples de peptides opioïdes comportant des N-méthyl amides. 
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Dans le domaine des peptides opioïdes, le remplacement d‟un amide par un N-méthyl amide a déjà fait 
ses preuves comme stratégie pour augmenter la stabilité biologique (figure 63).
194
 Dans les premiers 
exemples apparus dans la littérature de peptidomimétiques opioïdes comportant un N-méthyl amide, on 
dénote le DAMME (FK 33-824)
195
 et le TAPS. Tous deux ont une résistance accrue aux enzymes de 
dégradation comparativement à des opioïdes endogènes.
196
 La metkephamide, quant à elle, est un 
analogue de la Met enképhaline. Elle est agoniste MOP et possède une action orale.
197
 Son action 
analgésique est reliée au fait qu‟elle peut traverser activement les barrières intestinale et 
hématoencéphalique par l‟action de la protéine de transport Pgp1.198 Le plus connu de tous les peptides 
opioïdes comportant un N-méthyl amide est certainement le DAMGO (figures 27 et 63). Le DAMGO 
est un agoniste qui est hautement sélectif pour MOP.
199
 Même s‟il n‟est pas utilisé chez l‟humain, par 
faute de biodisponibilité orale, il est l‟un des outils les plus utilisés lors de l‟étude de MOP 
fondamentale et préclinique.  
  
 
 
Figure 64. Exemples récents de peptides opioïdes comportant des N-méthyl amides. 
 
Bien que la figure 63 comporte des exemples de peptides opioïdes comportant des N-méthyl amides, la 
découverte de ces peptides date de plusieurs années. Néanmoins, l‟incorporation de N-Méthyl amides 
dans des peptides opioïdes a aussi fait l‟objet de travaux plus récents (figure 64).200 Les analogues de 
DCDCE présentés par le groupe de Schiller ne sont pas sélectifs pour un récepteur en particulier. Leur 
potentiel d‟activation des récepteurs est très grand (sous le nanomolaire). L‟incorporation d‟une 
diméthyl tyrosine est en partie responsable de cette augmentation d'activité.  
 
Les N-méthyl amides peuvent adopter une conformation s-cis et cela peut être vu comme un avantage. 
Admettons qu'un échange de conformation est possible. L‟adoption d‟une conformation s-cis fournira 
peut-être une conformation du peptidomimétique plus active sur DOP. Il faut se rappeller que nous 
avons de bonnes raisons de croire que tous les amides de la Leu enképhaline sont sous conformation s-
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trans à l‟intérieur de DOP (structures rayons X de la Leu enképhaline).201 Dans d‟autres cas, pour 
certains peptides comportant un N-méthyl amide, on a observé certains côtés bénéfiques comme 
 l‟accroissement de la sélectivité202 et l‟augmentation de l‟activité.203 
 
Nous présentons une série d‟analogues esters et N-méthyl amides obtenus par remplacement 
systématique des liens amides de la Leu enképhaline. Leurs synthèses, propriétés pharmacologiques et 
pharmacocinétiques seront discutées dans cet ordre. Les hypothèses déduites avec les résultats 
pharmacologiques de ces séries seront discutées subséquemment. N‟oublions pas que ces fonctions 
peuvent seulement accepter un pont H. Lorsqu‟on combine ces résultats avec ceux du chapitre 
précédent, on peut déduire, de manière indirecte, quels amides sont d‟importants donneurs de pont H 
(dans la conformation active de la Leu enképhaline). 
 
2.2. Synthèse des analogues 
 
Les séries d‟analogues esters (2-5) et N-méthyl amides (6-11) de la Leu enképhaline sont décrites à la 
figure 65. Les huit premiers analogues (2-9) sont issus du remplacement systématique. Ils ont été 
synthétisés et testés en premier. Les résultats pharmacologiques fournis nous ont inspiré pour la 
synthèse des analogues 10 et 11 qui comportent une D Leucine. La D leucine donne une légère 
augmentation d'activité lorsqu'introduite dans la Leu enképhaline. C'est ce qui nous a donné l'idée de la 
synthèse de l‟analogue N-méthyl amide 10.165 Dans cette même veine, un analogue de DADLE (un 
agoniste peptidique, stable biologiquement et sélectif pour DOP) était facilement accessible. C'est ce 
qui nous a permis de concevoir la synthèse de l‟analogue de DADLE 11, comportant un N-méthyl 
amide. 
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Figure 65. Analogues esters et N-méthyl amides de la Leu enképhaline synthétisés. 
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2.2.1. Synthèse des esters 
 
Comme pour plusieurs autres de nos stratégies de synthèse, un dipeptide isostère a été obtenu avec les 
protections désirées. Cette fois-ci, il comporte un ester. Par la suite, l‟isostère dipeptidique a été 
incorporé à un peptidomimétique en utilisant la synthèse sur support solide (SPPS). Au schéma 5, la 
phénylalanine et la leucine ont toutes deux été transformées en leur alcool correspondant 12 et 13.
177
 
Les acides carboxyliques de ces composés ont été protégés sous forme d‟esters benzyliques produisant 
ainsi les esters 14 et 15.
177
 À partir des acides aminés, les rendements globaux pour obtenir 14 et 15 
sont de 39% et 66%. 
 
 
 
Schéma 5. Synthèse des alcools à partir d‟acides aminés.177 
 
Au schéma 6, l'ester a été créé entre un acide aminé protégé sur l‟amine en Boc (Boc-Tyr(tBu)-OH, 
Boc-Gly-OH et Boc-Phe-OH) et un alcool comportant un acide carboxylique protégé sous forme d'ester 
benzylique (HO-CH2-COOBn, 14 et 15). Les rendements pour cette réaction sont de 91% à quantitatif 
(tableau 7).
204
 Par la suite, l‟hydrogénolyse des esters benzyliques 16, 18 et 19 a fourni les acides 
carboxyliques 20-22 avec des rendements de 87 à 99%.204 Sans autres modifications, le 
depsipeptide 20 a été utilisé en synthèse phase solide (schéma 9). L‟ester 17 est utilisé au schéma 8. 
 
 
Schéma 6. Estérification et hydrogénolyse. 
177
 
 
 
 
 126 
Tableau 7. Rendements du schéma 6. 
177
 
 
Composés de départ 
Segment 
analogue 
Rendement en % (composé) 
Estérification  Hydrogénolyse 
Boc-Tyr(tBu)-OH et HO-CH2-COOBn Tyr-Gly 100% (16) 87% (20) 
Boc-Gly-OH et HO-CH2-COOBn Gly-Gly   91% (17) - 
Boc-Gly-OH et 14 Gly-Phe 100% (18) 94% (21) 
Boc-Phe-OH et 15 Phe-Leu 100% (19) 99% (22) 
 
Au schéma 7, les groupements protecteurs Boc des carbamates 21 et 22 ont été clivés à l‟aide du TFA. 
Ensuite, une protection de type Fmoc qui permet une compatibilité avec la synthèse en phase solide a 
été introduite sur l‟amine pour donner 23 et 24. Les rendements pour cette réaction sont 75% et 
quantitatif. 
 
 
 
Schéma 7. Déprotection au TFA et protection en Fmoc de l‟amine. 177 
 
Selon le schéma 8, l‟amine de l‟ester 17 a été déprotégée. L'amine libre obtenue a été couplée avec 
l‟ester Pfp de la tyrosine (ester activé dans l‟encadré) pour produire l‟ester 25.205 L‟hydrogénolyse de 
l‟ester benzylique 25 a libéré l‟ester 26 dans un rendement global de 77% pour cette séquence.  
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Schéma 8. Synthèse de 26. 
177
 
 
Avec ces dipeptides isostères (20, 23, 24, 26), nous avons poursuivi la synthèse en phase solide des 
analogues 2-5. Pour synthétiser l‟analogue 2, la résine de Wang a été utilisée. Pour les analogues 3-5, la 
résine Tentagel a été utilisée. Dans les cas de 3 et 4, la résine a été achetée avec une leucine déjà 
substituée. Avec l‟utilisation de notre méthodologie Fmoc et certains acides aminés protégés 
disponibles commercialement, nous avons obtenu les analogues ester 2-5 (schéma 9). Après la synthèse 
sur support solide, les peptides bruts obtenus ont été purifiés à l‟aide de HPLC Prep en phase inverse 
(C-18). Les fractions ont été analysées. Celles possédant une pureté > 95% ont été combinées et 
lyophilisées. 
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Schéma 9. Synthèse en phase solide des analogues esters (composés 2-5). 
 
2.2.2. Synthèse des N-méthyl amides 
 
Philippe Bourassa a travaillé comme stagiaire sous ma supervision sur les trois premiers analogues 6-8. 
Les acides aminés N-méthylés utilisés pour produire ces analogues étaient commercialement 
disponibles. La synthèse en phase solide de ces analogues (schéma 10) s‟est faite à partir d'une résine 
Tentagel déjà substituée d‟une leucine et de notre méthodologie Fmoc. Les méthodes de travail sont les 
mêmes que celles énumérées au schéma 9. Philipe Bourassa a aussi contribué aux tests 
pharmacologiques sur les composés 6-8.
177
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Schéma 10. Synthèse en phase solide des analogues N-méthyl amides (composés 6-8). 
 
Nous voulions obtenir l‟analogue 9 à partir d‟acides aminés Fmoc commercialement disponibles en 
utilisant la synthèse en phase solide. Nous avons éprouvé quelques difficultés lors de la liaison de 
Fmoc-N-Me-Leu-OH avec la résine de Wang. Le couplage de Fmoc-Phe-OH s‟est avéré problématique 
lui aussi. La formation de dicétopipérazine durant la déprotection de Phe peut expliquer les problèmes 
obtenus. 
206
 Donc, pour l‟analogue 9, nous avons pris la longue route. Nous l‟avons synthétisé par 
synthèse de peptide en solution avec la méthodologie Boc (schéma 11). Nous sommes partis avec la 
tyrosine protégée (Boc-Tyr(tBu)-OH) que nous avons couplée avec un ester méthylique de glycine.
207
 
Nous avons hydrolysé cet ester par la suite. Le tout exécuté deux fois nous a permis d'obtenir le 
tripeptide 29. Normalement l‟estérification d‟un acide aminé avec notre protocole utilisant du SOCl2 
marche bien. Dans le cas de la N-méthyl leucine commerciale, nous avons dû utiliser beaucoup plus 
d‟équivalents de SOCl2 et un chauffage dans un tube scéllé pour que la réaction soit complète. Cette 
réaction nous a donné 30. Par la suite, ce synthon a été couplé en utilisant le HATU avec Boc-Phe-OH 
pour donner 31. La déprotection de 31 au TFA a fourni l‟amine libre correspondante qui a 
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immédiatement été couplée avec le tripeptide 29. Le couplage de 29 et de 31 a fourni le 
pentapeptide 32. Par la suite, il a été déprotégé de son ester par hydrolyse basique et de son carbamate 
avec du TFA. Cela nous donna accès à l‟analogue 9. Trois des rendements présentés au schéma 11 sont 
de l‟ordre de 20%, mais la quantité de 9 obtenue fut suffisante. Aucun de ces rendements médiocres n‟a 
été optimisé.  
 
 
 
Schéma 11. Synthèse de 9 par stratégie liquide. 
177
 
 
Pour tous les analogues 2-9, aucune épimérisation des centres chiraux n‟a été observée. Les 
épimérisations possibles ont été doublement vérifiées avec un deuxième système de solvant au HPLC 
(tampon TEAP). Les recommandations d‟un des réviseurs de l‟article dans lequel nous avons inclus la 
synthèse de ces analogues nous ont poussés à faire ces analyses supplémentaires.177  
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Schéma 12. Synthèse en phase solide des analogues D N-méthyl amides (composés 10-11). 
 
Au schéma 12, la synthèse en phase solide des analogues 10 et 11 est décrite. Celle-ci n‟est pas incluse 
dans la référence 
177
. Nous avions eu précédemment des problèmes avec Fmoc-N-Me-Leu-OH en phase 
solide. Par contre, au laboratoire, en utilisant cette fois-ci la résine 2-chlorotrityle, Jean-François Nadon 
avait réussi l‟incorporation de N-Me Leu dans un analogue de la Leu enképhaline.208 Par la suite, il a été 
porté à notre attention que, dans la littérature, l‟utilisation de résine 2-chlorotrityle est conseillée pour 
obtenir des peptidomimétiques comportant des N-méthyl amides.
209
 De plus, l‟utilisation de cette résine 
réduit de beaucoup les réactions secondaires possibles dans ce type de synthèse sur support solide.
209
 
Cette fois-ci, nous avons utilisé la résine 2-chlorotrityle pour obtenir les analogues 10 et 11 
(schéma 12). Cette synthèse s'est déroulée avec succès, et ce, dans des rendements quantitatifs. La seule 
différence entre ces deux méthodologies (une méthodologie utilise une résine Tentagel munie d‟un 
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ligand Wang et l‟autre utilise une résine 2-chlorotrityle) se trouve dans les deux premières étapes (a et 
b). 
 
2.3. Résultats pharmacologiques 
 
Après l‟obtention des analogues 2-9, ils ont été testés pour connaître leurs différentes propriétés 
pharmacologiques. Nous voulions surtout connaître leur activité sur DOP. Tous les tests de la section 
2.3.1 ont été effectués par Kristina Rochon et son stagiaire Philippe Bourassa. Faute de temps, nous 
n‟avons aucun résultat à présenter pour les analogues de deuxième génération 10 et 11 (conçus à l‟aide 
des résultats de 9). 
 
2.3.1. Résultats pharmacodynamiques 
 
Premièrement, au tableau 8, on retrouve les résultats des tests d‟affinité des analogues pour DOP. Leur 
potentiel à inhiber la liaison de la deltorphine tritiée sur des membranes de cellule GH3 exprimant DOP 
a été testé. En commençant par les fleurs, les analogues 5 et 9 ont démontré une affinité similaire à celle 
de la Leu enképhaline pour DOP. Cela indique qu‟une modification acceptant les ponts H peut être 
tolérée pour l‟amide 4. Par la suite, l‟ester 4 a tout de même une affinité ~6 fois inférieure à celle de la 
Leu enképhaline. Cela indique une perte significative, mais il s'agit d'une perte partielle. Les autres 
analogues 2, 3, 6, 7 et 8 ont tous montré une perte d'affinité (d‟un ordre de grandeur ou plus) 
comparativement au peptide parent. Il est important de noter que la plus grande perte encourue pour 
chaque série s'est produite lorsqu‟on remplace l‟amide 2 par un accepteur de ponts H (analogues 3 et 7). 
Au tableau 8, toutes les valeurs d‟affinités des esters (sauf celle de 5) sont meilleures que celles des 
analogues N-méthyl amides correspondants. Ce fait peut s‟expliquer par l‟introduction d‟encombrement 
stérique lié au méthyle additionnel. 
 
Comme indiqué au tableau 8, la mesure de l‟activité sur DOP effectuée par le test de MVD va dans le 
même sens que les résultats d‟affinité présentés précédemment. Les analogues 5 et 9 activent DOP à 
une concentration similaire à celle de la Leu enképhaline. Dans les détails, l‟activation produite par 9 
semble supérieure à l‟activation par la Leu enképhaline et l‟activation de l‟ester 5 semble inférieure. 
Comme pour le test d‟affinité, l‟ester 4 a montré une rétention partielle de l‟activité sur DOP en 
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comparaison avec le peptide parent. Les autres analogues 2, 3, 6, 7 et 8 possèdent très peu d'activité sur 
DOP mesurable par ce test (ou aucune). La mauvaise activité des composés 6 et 7 avait déjà été 
rapportée dans la littérature (en MVD).165
 
 
Tableau 8. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour les composés 2-9. 
 
Composé Ki
 a
 (nM)
177
 EC50
b
 (nM) 
Internalisation DOP-GFP
c
 
(Concentration) 
Leu enképhaline 6.3 ± 0.9 72 ± 4
177
 Positif (1 μM) 
Ester 2 150 ± 40 542 ± 11 - 
Ester 3 303 ± 130 >10000 - 
Ester 4 34 ± 17 288 ± 24 - 
Ester 5 11.9 ± 3.9 140 ± 5
177
 Positif (1 μM) 
N-Me 6 1190 ± 255 >10000 - 
N-Me 7 >5000 >10000 - 
N-Me 8 533 ± 143 2288 ± 373 - 
N-Me 9 12.6 ± 5 35 ± 14
177
 Positif (1 μM) 
a) L‟affinité (Ki) des composés a été déterminée par leur habileté à inhiber la liaison de la [
3
H] 
deltorphine II, un agoniste sélectif DOP (Kd = 1 nM), dans des extraits membranaires de cellules GH3 
exprimant DOP cloné de souris. Les valeurs de Ki sont les moyennes de trois expériences séparées. b) 
L‟activité de chacun des composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction du 
mouse vas deferens produite par un champ électrique. Les valeurs d‟EC50 sont les moyennes ± l‟erreur 
standard à la moyenne (S.E.M) de trois expériences séparées. c) Description des résultats du test 
d‟internalisation, une seule dose testée, sur les trois composés rapportés.  
 
L‟internalisation de DOP-GFP dans des cellules DRGF11 a été testée pour les composés ayant donné 
de bons résultats précédemment (5 et 9). Nous avons démontré que l‟internalisation produite par une 
concentration de 1 μM de Leu enképhaline, de 5 et de 9 est similaire et presque complète après 30 min 
(tableau 8). L‟action de ces composés sur les cellules a entraîné une perte de fluorescence à la 
membrane de celle-ci. Par la suite, une accumulation de cette fluorescence est apparue dans ce qui 
ressemble à des vésicules à l‟intérieur du cytoplasme de la cellule. 
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Figure 66. Mesure de l‟activité, par test de phosphorylation des ERK1/2, pour les composés 2-9. 
 
L‟activation de DOP a aussi été testée par Western Blot, avec le test de phosphorylation des ERK1/2. 
Les composés 2-9 présentés à la figure 66 ont été testés, par incrément de concentration (10
-9
 à 10
-5
 M), 
pour connaître leur activation de DOP. La figure 66 ne présente qu‟une image de gel par composé. La 
discussion suivante relate les résultats de ces 3 essais par composé. Pour les composés 2, 5 et 9, la 
concentration minimale fournissant une activation de DOP était similaire à celle de la Leu enképhaline, 
soit de 10
-7
 M.  Ce qui est surprenant ici, c‟est que le composé 2 possède un EC50 ~5 fois inférieur en 
MVD. Donc, peut-être que ses voies d‟activation sont biaisées. Les composés 4 et 8 ont activé DOP à 
une concentration 10x plus faible, soit 10
-6
 M. On constate que pour le composé 3, l‟activation est 
seulement visible à une concentration de 10
-5
 M. Comme préalablement rapporté pour le MVD, les 
composés 6 et 7 ne semblent pas induire d‟activation DOP pour ce test.  
 
2.3.2. Propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques 
 
Pour les composés ayant donné une rétention des propriétés pharmacologiques de Leu enképhaline, soit 
5 et 9, nous avons testé quelques propriétés additionnelles. Nous voulions mesurer l‟augmentation du 
potentiel « drug like » induit par les modifications ester et N-méthyl amide. 
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Un de nos objectifs est qu‟un de nos analogues traverse un jour la barrière hématoencéphalique de 
façon passive. Dans cette optique, nous avons mesuré l‟augmentation d‟hydrophobicité de nos 
analogues actifs (tableau 9). Nous avons aussi mesuré les propriétés de la morphine. La morphine qui 
est active par voie orale est considérée ici comme un contrôle positif en quelque sorte. Pour les 
composés déjà connus, les valeurs de logD7.4 sont similaires à celles rapportées dans la littérature. Ces 
valeurs sont pour la Leu enképhaline : mesurée -0.886, littérature : logD7.07 = -0.845
210
 et pour la 
morphine : mesurée -0.160, littérature : -0.07.
211
 Les valeurs expérimentales de logD7.4 et de ClogP 
calculées montrent des similitudes et dénotent une augmentation de l‟hydrophobicité des composés 5 et 
9 comparativement au peptide parent. La modification N-méthyl amide du composé 9 donne la 
meilleure augmentation du logD7.4 du tableau. Les temps de rétention HPLC sont rapportés. Ils peuvent 
être utilisés comme une estimation de la lipophylicité de nos composés. Le temps de rétention HPLC 
rapporté pour la morphine est très différent des autres à cause de sa nature chimique et de son pKa. Les 
composés 5 et 9 possèdent encore une grande surface polaire (tPSA). Ces deux valeurs sont plus 
élevées que celle de la plupart des médicaments connus comme possédant une action sur le CNS.
212
 Par 
contre, certains peptides opioïdes linéaires analogues de la dermorphine qui ont des tPSA d‟environ 160 
Å ont été démontrés comme produisant des effets antinociceptifs après une administration systémique 
(injection intraveineuse).
213
 
 
Tableau 9. Propriétés physico-chimiques des composés 5, 9 et de la morphine. 
177
 
 
Composé tR
a
 (min) LogD7.4
b
 ClogP
c
 tPSA (Å
2
)
c
 
Leu enképhaline 8.44 -0.89 ± 0.03 -0.851 199.95 
Ester 5 9.93 -0.40 ± 0.02 -0.520 197.15 
N-Me 9 9.23 -0.36 ± 0.01 -0.230 191.16 
Morphine 1.22 -0.16 ± 0.01 0.571 52.93 
a) Temps de rétention : analyse faite sur colonne C-18 Agilent Eclipse Plus, 50 mm × 3.0 mm, 1,8 μm. 
Solvant A, 0.1% TFA dans H2O; solvant B 0.1% TFA dans l‟acétonitrile; 2 à 98% B dans A durant 
20 min; débit : 0.4 mL/min. b) Mesuré selon la technique « shake flask » avec tampon PBS PH = 7.4.
167
 
L‟incertitude (±) : erreur standard à la moyenne (S.E.M.) c) Calculée en utilisant ChemBioDraw 12.0, 
tPSA : topological polar surface area. 
 
La résistance accrue d‟un lien N-méthyl amide est connue. Plusieurs commentaires provenant d‟autres 
scientifiques ont surgi lorsque nous avons présenté notre série d‟analogues esters. Ces commentaires 
portaient sur la stabilité des esters en milieu biologique et l'intérêt de cette fonction isostérique. Pour 
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vraiment comprendre la stabilité en milieu biologique des analogues 5 et 9, nous avons mesuré celle-ci 
dans le plasma dilué à 50% (tableau 10). Le temps de demi-vie rapporté pour le composé 5 est 
semblable à celui de la Leu enképhaline, quoique légèrement inférieur. Pour cette valeur, la différence 
entre les deux peptides est faible et non significative. L‟analyse des fragments observés par LCMS pour 
les différents points de la courbe démontre de nombreux clivages du peptide 5. Les clivages des 
extrémités terminales de même que le clivage du lien Gly-Phe ont été démontrés. L'ester est bel et bien 
clivé par l‟action des enzymes sur 5. Les segments relatifs à ce clivage ne sont pas présents dans le cas 
de la Leu enképhaline. Donc, l‟analogue 5 semble plus prompt à la protéolyse. Le remplacement de 
l‟amide 4 par un N-méthyl amide a donné lieu à un analogue significativement plus résistant aux 
enzymes du plasma. Les résultats de 9 dans cette expérience en témoignent. La demi-vie de cet 
analogue dans notre expérience est le double de celle de la Leu enképhaline. Le seul clivage rapporté 
pour cet analogue est celui du lien Tyr-Gly. Cela démontre possiblement une résistance au clivage du 
lien Gly-Phe non protégé à l'intérieur de 9. 
 
Tableau 10. Stabilité plasmatique (plasma 50%) des composés 5 et 9. 
177
 
 
Composé 
Demi-vie
a
  
(min) 
Intervalle de 
confiance (95%) 
Produits de dégradation 
(temps de la première apparition)
b
 
Leu enképhaline 4.7 [4.4-5.2] 
Gly-Gly-Phe-Leu (5 min),  
Phe-Leu (10 min) 
Ester 5 3.3 [3.0-3.9] 
Gly-Gly-Phe-OLeu (5 min), Phe-OLeu (5 min),  
Tyr-Gly-Gly-Phe (5 min), Gly-Gly-Phe (20 min) 
N-Me 9 10.6 [8.6-12.6] 
Gly-Gly-Phe-N-Me-Leu (5 min),  
Phe-N-Me-Leu (20 min) 
a) Demi-vie : La stabilité des composés a été déterminée avec un appareil HPLC Agilent série 1100 
avec colonne C-18 symmetry, 150 mm x 4.6 mm, 5 μm, chauffée à 30 oC, débit 1.2 mL/min, 
commencer avec 0.1% TFA dans H2O puis 0 à 75% acétonitrile durant 20 min, détection UV à 223 nm. 
b) Produits de dégradation : segments peptidiques identifiés par LCMS. Temps de la première 
apparition : point auquel l‟analyse LCMS détecte le fragment. Ce temps n‟exprime pas la valeur exacte 
du début de la formation du fragment en question. 
 
Les valeurs de demi-vie dans le plasma (tableaux 4 et 10) ont été calculées à partir de points qui sont 
rapportés à la figure 67 (Leu enképhaline, 
177
 analogues A1, 5
177
 et 9
177
). Ces valeurs ont été calculées 
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dans Sigma-Plot et non à partir des courbes de régression (figure 67). Elles sont présentées seulement à 
titre illustratif. Les courbes de la Leu enképhaline et de 5 sont proches, d‟où leur demi-vie plasmatique 
similaire. La courbe de 9 se démarque (des deux précédemment mentionnées). À 60 min, il reste encore 
plus de 10% du peptide de départ. Pour la Leu enképhaline et pour 5, aucune trace de ces peptides 
n‟était visible au HPLC après 40 min d‟incubation. La courbe du composé A1 se démarque des trois 
autres. Aucune demi-vie ne peut être rapportée pour A1. On peut quand même observer que 65% du 
peptide de départ est présent après une incubation de 60 min. Cela signifie qu‟une partie significative du 
composé a été dégradée. 
 
 
 
Figure 67. Comparaison des courbes de dégradation plasmatique pour la Leu enképhaline, A1, 5 et 9. 
 
Lorsque compilés, les résultats positifs des tests effectués sur les analogues 2-9 nous démontrent que les 
composés 5 et 9 ont retenu les propriétés pharmacologiques de la Leu enképhaline (activation DOP). 
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Les composés 5 et 9 présentent une hydrophobicité accrue. Le composé 9 a fait preuve d‟une résistance 
enzymatique bonifiée par rapport au peptide parent. Pour une conception future d‟un analogue 
présentant des propriétés pharmacologiques majorées, la modification de l‟amide 4 en N-méthyl amide 
semble être une avenue gagnante. 
 
Maintenant, traduisons nos résultats pharmacologiques sur ces deux séries. Il faut regarder les 
propriétés pharmacologiques de celles-ci et rappeler que les deux isostères utilisés ici sont accepteurs de 
ponts H. On peut conclure que l‟amide 4, puisqu‟il peut être remplacé par un isostère (seulement 
accepteur de ponts H) avec rétention complète de l‟activité DOP, doit être impliqué en tant 
qu‟accepteur de pont H (figure 68). Bien sûr, cette conclusion est reliée à la conformation active de la 
Leu enképhaline à l‟intérieur de DOP. Pour les autres liens amides, les déductions possibles sont moins 
claires, bien qu‟elles se soient affinées depuis le chapitre 1 (avec les résultats supplémentaires fournis 
par ce chapitre). Au chapitre 1, nous avions déduit que le premier amide de la Leu enképhaline n‟est pas 
impliqué dans des ponts H. Selon ce raisonnement, les analogues 2 et 6 devraient activer DOP. Or, ce 
n'est pas le cas. Pour le composé 6, l‟encombrement supplémentaire dû au N-méthyle peut être la cause 
de cet effet. Pour le composé 2, la perte de propriétés pharmacologiques se rationalise plus 
difficilement. L‟ester devrait être hautement isostérique à l‟amide (et à l‟alcène) et activer DOP. Yves 
Dory a fait des modélisations sur la Leu enképhaline à l‟intérieur de DOP. Selon ses résultats, cette 
perte s‟expliquerait par une répulsion électrostatique entre le lien ester et l‟aromatique de la tyrosine qui 
est située à proximité. Cela a lieu dans la conformation bioactive hypothétique de la Leu enképhaline 
produite par modélisation de type docking induit.
214
 La présence de l‟azote dans l‟amide de la Leu 
enképhaline ne produit pas la même répulsion électrostatique que dans l'analogue 2. Peut-être que cette 
déduction explique l'activation biaisée de l'analogue 2 entre les tests de MVD et de phosphorylation 
ERK1/2. Toutefois, nous demeurons convaincus que l‟amide 1 n‟est pas impliqué dans des ponts H. 
Pour l‟amide 3, les résultats sont moins clairs. L‟analogue ester 4 a une activité modérée sur DOP. 
Lorsque comparée à l'activité de l'analogue alcène A3, cette activité est plus grande. Donc, on peut 
penser que le côté accepteur de ponts H de l'ester 4 est nécessaire pour cette rétention partielle. 
Puisqu‟elle n‟est que partielle, il n‟est pas clair si le côté donneur de l‟amide 3 est nécessaire pour son 
activité biologique. L‟analogue N-méthyl amide 8 (modifié sur l'amide 3), à cause de son 
encombrement stérique plus grand, a eu des pertes d‟affinité. Lorsque l‟on compare l‟affinité DOP de 
l‟analogue 8 avec son affinité pour MOP, on peut constater que cet encombrement semble gêner 
seulement DOP.
215
 Le même segment Gly-N-Me-Phe, présent dans le peptide 8, est présent dans le 
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DAMGO et le DAMME (figure 63). L‟encombrement sélectif pour DOP de Gly-N-Me-Phe est 
possiblement à l‟origine de la sélectivité MOP du DAMGO. Peut-être que le côté donneur de l‟amide 3 
n‟est pas si important. Les conclusions pour l'amide 2 vont toutes dans la même direction. Ni un alcène 
(A2), ni un ester (3), ni un N-méthyl amide (7) ne peuvent remplacer l‟amide 2 avec une quelconque 
rétention de l‟activité pharmacologique de la Leu enképhaline. Donc, le caractère donneur de pont H de 
cet amide doit être important pour la liaison et l‟activation DOP. Tout cela porte à croire que le 
caractère accepteur de cet amide 2 n‟a pas un grand rôle à jouer dans l‟activation DOP. Guillaume 
Langlois a synthétisé un analogue de la Leu enképhaline comportant un meilleur donneur de pont H (un 
thioamide; -CSNH-) qui remplaçait l‟amide 2. Comme décrit dans la littérature, il a aussi observé une 
potentialisation des propriétés pharmacologiques.
216
 Tout cela vient appuyer nos présentes déductions. 
D‟ailleurs, l‟activité supérieure de cet analogue thioamide porte à croire que cet amide donne un pont H 
à DOP dans une interaction intermoléculaire. En somme, notre vision des interactions de la Leu 
enképhaline et DOP (figure 68) s‟est beaucoup clarifiée lors de l‟étude décrite dans le présent chapitre. 
 
 
 
Figure 68. Résumé des hypothèses sur les ponts H dans la Leu enképhaline (suite du chapitre 1). 
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Figure 69. Comparaison des structures bioactives possibles pour la Leu enképhaline (A), alcène A1 
(B), ester 5 et le N-Me 9 (C). 
 
Finalement, il faut regarder le problème dans son ensemble. Nous parlons d‟interactions entre la Leu 
enképhaline et DOP. Donc, il ne faut pas oublier que ces interactions s‟effectuent dans le cadre d‟une 
conformation active de la Leu enképhaline à l‟intérieur de DOP. Cette conformation est certes 
influencée par le phénomène du docking induit. Nous avions présenté à l‟article 1 (chapitre 1) que cette 
conformation active pouvait être de nature tournant β. Nous demeurons convaincu que ce tournant β 
s‟effectue entre les amides 2 et 4 de la Leu enképhaline. Nos convictions sont appuyées par nos 
résultats et la modélisation qu‟il a effectuée.214 Lorsqu‟on regarde la figure 69 à l‟encadré A, on peut 
voir une représentation de cette conformation tournant β active postulée. On peut voir aussi que 
l‟amide 4 de la Leu enképhaline est impliqué comme donneur de pont H pour stabiliser cette 
conformation. À l‟encadré A, l‟amide 2 est aussi libre pour donner un pont H au récepteur. De plus, le 
pont H intramoléculaire déplace la densité électronique de sorte que l‟amide 2 devient un meilleur 
donneur de pont H.
217
 Dans le composé actif A1 (encadré B), cet amide est toujours présent. Dans les 
composés 5 et 9, le caractère donneur de pont H est absent à cette position (encadré C). Donc, 
l‟obtention d‟une conformation active de type tournant β (encadré A) devrait être plus haute en énergie 
et abaisser l‟activité DOP de ces analogues. Or, ce n‟est pas le cas. Ces analogues sont actifs sur DOP 
de même manière que la Leu enképhaline. Une deuxième interaction intramoléculaire possible est 
présentée dans les encadrés A et C, celle entre l‟amide 1 et le groupement carboxylate. Elle pourrait 
faciliter le repliement des composés 5 et 9 en tournant β et ainsi venir appuyer cette conformation 
hypothétique. Une conformation active repliée de la Leu enképhaline dans DOP est certes très probable. 
DOP peut induire une conformation semblable à celle de la Leu enképhaline dans les composés 5 et 9. 
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Le coût énergétique associé à cette conformation ne peut être évalué lors d‟une mesure 
d‟affinité/activité. 
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CHAPITRE 3 : LES ANALOGUES TRIAZOLES 
 
3.1. Introduction 
 
Le troisième et dernier article inséré dans cet ouvrage porte sur le remplacement systématique des 
amides de Leu enképhaline par des triazoles. Ces groupements triazoles sont insérés aux positions 1 et 
4, et sont obtenus par cycloaddition catalysée au cuivre d‟un azoture à un alcyne, réaction nommée 
« click chemistry » (voir référence 2 de l‟article ci-dessous). Nous avons obtenu de bons résultats avec 
nos séries d'esters et de N-méthyl amides, qui sont, on se le rappelle, tous deux accepteurs de pont H. 
Nous avons voulu étendre nos résultats sur d‟autres isostères d‟amides capables d‟accepter des ponts H. 
La modification de type triazole est venue en tête puisque la réaction pour effectuer cet hétérocycle 
aromatique est très robuste, d‟où le nom de « click ». De plus, la fonction triazole est plus stable 
biologiquement que la fonction ester (voir référence 2 de l‟article ci-dessous). Préalablement au 
laboratoire Dory, Pierre Baillargeon avait travaillé sur la synthèse de certains alcynes.174 Les méthodes 
de synthèse pour le schéma 2 de l‟article ci-dessous ont été inspirées de ses travaux. De plus, au 
moment du début de ces travaux sur les triazoles, Philippe Moussette travaillait sur la synthèse des 
azotures comme ceux présentés au schéma 1 de l‟article ci-dessous. 
 
 
 
Figure 70. Graphique obtenu de Google Trends, terme de recherche : « click chemistry ». 
(L‟échelle des ordonnées est relative au maximum.) 
 
Pour encore mieux comprendre l‟engouement, mais cette fois-ci au niveau mondial, sur la chimie 
« click » on regarde la figure 70. Bien que Sharpless ait défini le terme « click chemistry » en 2002 
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(voir référence 2 de l‟article ci-dessous) et que Google Trends ne nous donne des informations que 
depuis 2004, on peut voir que l‟intérêt pour la « click chemistry » n‟a pas baissé depuis sa 
popularisation récente.   
 
 
 
Figure 71. Conceptions possibles pour le remplacement d‟un amide par un triazole. 
 
L‟azote le plus basique du triazole, aussi considéré comme étant le meilleur accepteur de pont H, est 
superposable avec l‟oxygène de l‟amide dans notre conception (figure 71, conception 1, l‟acide aminé 
de gauche porte l‟alcyne et celui de droite l‟azoture). La conception inverse où l‟acide aminé de gauche 
porte un azoture et l‟acide aminé de droite porte l‟alcyne (conception 2 à la figure 71) pourrait 
également fournir des résultats biologiques. Cependant cette synthèse s‟avère beaucoup plus ardue et a 
été écartée. La figure 71 présente la conception 3 où le triazole substitué 1-5 mime un amide s-cis. Pour 
cette dernière, la régiochimie de la cycloaddition doit être différente et on doit utiliser des catalyseurs à 
base de Ruthénium développés à cet effet.
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 Dans le cas de Leu enképhaline, selon notre hypothèse, 
tous ces liens amides devraient être s-trans. Cela rend la conception 3 moins pertinente. La capacité du 
triazole à donner des ponts H est une donnée sur laquelle il n‟y a pas de consensus dans la littérature 
(voir référence 8 de l‟article ci-dessous). Dans certains cas, le triazole a été démontré comme donneur 
de pont H, mais son pouvoir donneur est somme toute faible. La comparaison des pka estimés (~16 
pour amide et ~34 pour triazole, valeurs estimées à l‟aide du logiciel Marvin Sketch) démontre une 
différence majeure dans l‟acidité de ces deux hydrogènes.219 La valeur de pKa d‟un groupement 
donneur de pont H est directement reliée à son potentiel biologique comme donneur de pont H.
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En résumé, l‟obtention rapide des analogues et le côté récent de la chimie « click » ont grandement 
influencé notre intérêt pour l‟obtention de ces analogues comportant un triazole. Les analogues les plus 
simples C14 et C15 comportant une glycine comme acide aminé de gauche ont été synthétisés en 
premier. Pour conserver le côté systématique de notre approche à la conception d‟analogues, nous 
avons synthétisé deux autres analogues, C16 et C17. Ces synthèses sont présentées dans l‟article ci-
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dessous de même que les résultats de leur étude pharmacologique. 
 
Voici une liste des contributions pour les différents auteurs de cet article : 
Article 3 : 
- Arnaud Proteau-Gagné 
Synthèse et caractérisation chimique de tous les composés présentés dans l‟article, rédaction des 
protocoles expérimentaux qui s'y rattachent. Rédaction du manuscrit (contribution majeure) et 
correction du manuscrit. 
- Kristina Rochon 
Tests pharmacologiques sur la moitié des composés présentés dans l‟article et rédaction des protocoles 
expérimentaux. 
- Mélissa Roy 
Stagiaire de Kristina Rochon, tests pharmacologiques sur la moitié des composés présentés. 
- Pierre-Julien Albert 
Stagiaire de Kristina Rochon, complétion et reprise des tests pharmacologiques sur quelques-uns des 
composés présentés. 
- Brigitte Guérin 
Correction du manuscrit 
- Louis Gendron 
Rédaction de la partie pharmacologie/physiologie, complétion et reprise des tests pharmacologiques sur 
quelques-uns des composés présentés. Correction du manuscrit. 
- Yves L. Dory 
Élaboration du concept d‟isostère de type triazole dans la Leu enképhaline. Correction du manuscrit. 
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3.2 Systematic replacement of amides by 1,4-disubstituted[1,2,3]triazoles in Leu-enkephalin and 
the impact on the Delta opioid receptor activity, Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 2013, 
23, 5267-5269. 
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ABSTRACT  
Using Cu(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition in a mixed classical organic phase and solid phase 
peptide synthesis approach, we synthesized four analogs of Leu-enkephalin to systematically replace 
amides by 1,4-disubstituted[1,2,3]triazoles. The peptidomimetics obtained were characterized by 
competitive binding, contractility assays and ERK1/2 phosphorylation. The present study reveals that 
the analog bearing a triazole between Phe and Leu retains some potency, more than all the others, 
suggesting that the hydrogen bond acceptor capacity of the last amide of Leu-enkephalin is essential for 
the biological activity of the peptide. 
 
Although Leu-enkephalin possesses poor selectivity (1 to 5×) for DOP over the Mu opioid receptor 
(MOP), it is considered to be an endogenous DOP ligand
1
. Due to the rapid degradation by enzymes 
and the poor hydrophilic character of Leu-enkephalin, a lot of research activity has been done to design 
and synthesize peptidomimetics of this peptide. 
 
Since the discovery of the Cu(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition known as «click chemistry»
2
, 
various applications of this robust reaction were published
3
. In the field of peptidomimetics, the use of 
[1,2,3]triazole as an amide surrogate has been applied to create locked mimetics of both trans
4
 and cis
5
 
amides producing biologically active peptidomimetics. To a certain extent, the molecular properties of 
the triazole and the amide groups are similar
6
 (Figure 1).  
 
Both functions have hydrogen bond acceptor properties and a similar dipolar moment
7
. The triazole 
was rarely proved to be a weak hydrogen bond donor
8
. Incorporation of triazoles as amide mimics 
substantially stretches the resulting peptidomimetics by ~1.2Å. In several peptidomimetics this 
extension induced no significant change to the biological activity
4,5
. Since the amide bonds in 
endogenous peptides are the primary site targeted by degrading enzymes, their replacement by triazole 
groups represents an efficient way to design analogs with enhanced biological half-life
7
. 
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Figure 1. Comparison of the s-trans amide and the 1,4-disubstituted[1,2,3]triazole dipeptide isostere. 
 
This study presents a series of Leu-enkephalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) analogs obtained by 
systematic replacement of amides by triazole groups (Figure 2). The analogs were tested to determine 
their biological activity at the delta opioid receptor (DOP). It has been hypothesized that selective DOP 
agonists could lead to the development of improved chronic pain medication
9,10
, emphasizing the 
interest of this biological target.  
 
In previous studies, we have shown that the systematic replacement of amides in Leu-enkephalin by 
E-alkenes
11
, esters
12
 and N-Methyl amides
12
 can reveal important information regarding the biological 
role of each amide in relevant analogs of Leu-enkephalin and can therefore increase our understanding 
of the non-covalent interactions between DOP and its endogenous ligands. To our knowledge the use of 
a triazole as a dipeptide isostere has never been applied to the field of opioid peptidomimetics, although 
some tetrazoles mimicking cis-amides have already been reported
5d
. 
   
 
 
Scheme 1. Synthesis of the azide moiety. 
 
We used a mixed approach combining solid-phase synthesis with classical organic synthesis for the 
preparation of Leu-enkephalin analogs bearing a triazole. First, the azide moiety was prepared in 
solution using known procedures
13
 (Scheme 1). Triflyl azide (N3Tf) was prepared first and then added 
to the amino acids to give the azido acids 1-3. 
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Scheme 2. Synthesis of the alkyne moiety. 
 
Two different strategies were taken for the preparation of the alkyne moieties (Scheme 2). Alkyne 4 
was obtained in one alkylation step from commercial di-tBu-imino-dicarboxylate
14
. Alkynes 5 and 6 
were obtained by partial reduction, with DIBAL, of protected amino esters to yield the corresponding 
aldehydes, followed by Seyferth-Gilbert homologation using Bestmann‟s reagent5b. It is worth noting 
that no epimerization of the chiral center was observed during this step. 
  
 
 
Scheme 3. Synthesis of the triazoles and Fmoc protection. 
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The azides 1-3 and the alkynes 4-6 were cross-coupled in Cu(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition 
reactions (Scheme 3)
15
. The resulting Boc protected building block 7 was used in solid phase peptide 
synthesis as such without further modification due to its N-terminal position in the Leu-enkephalin 
mimetic 14 (Figure 2). For compounds 8-10, the Boc protective group was cleaved and a Fmoc 
protection was introduced instead to give Fmoc protected building blocks 11-13 (Scheme 3). The 
synthesis of each building block was achieved in good overall yields from their corresponding amino-
alkyne and azide-acid precursors. 
 
 
 
Scheme 4. Solid phase synthesis of the Leu-enkephalin analogs: (a) Fmoc-Leu or 13, 2,6-diClBzCl, 
Pyr, DMF; (b) BzCl, Pyr, DMF; (c) Pip / DMF (1:1); (d) Fmoc-AA (3eq), HATU (3eq), NMM (6eq), 
DMF; (e) 7 or 11 or 12 (5eq), DIC (5eq), HOBt (5eq), DMF, DCM; (f) TFA / TIPS / H2O (38:1:1). 
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Afterward, the building blocks 7, 11-13 were used in solid phase peptide synthesis with Fmoc 
methodology either on TentaGel S PHB resin to generate the mimetic 14 or on Wang resin to produce 
the analogs 15-17 (Scheme 4). The loading onto the resin, the benzoyl capping, the Fmoc deprotection, 
the HAUT normal peptide coupling and the resin cleavage were all carried out following standard 
protocols
11,16
. Whereas, the couplings of triazole building blocks 7, 11-12 were done using DIC and 
HOBt. These base free conditions are known to minimize racemization of triazole dipeptide isosteres
15
. 
After cleavage, the crude peptides were purified on preparative reverse phase HPLC and all fractions 
over 95% in purity were combined. Analogs 14-17 (Figure 2) were obtained in yields ranging from 
17% to 100%. 
 
 
Figure 2. 1,4-disubstituted[1,2,3]triazole analogs of Leu enkephalin 
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Table 1. Affinities and potencies of 1,4-disubstituted[1,2,3]triazole analogs of Leu-enkephalin 
 
Compound Ki (nM)
a
 EC50 (nM)
b
 
14 > 1000 > 1500 
15 > 1000 > 1500 
16 460 ± 250 > 1500 
17 89 ± 12 830 ± 66 
 
a
The binding affinity (Ki) of each compound was determined by its ability to inhibit the binding of [
3
H]-
deltorphin II (competitive binding), a selective DOP agonist, to GH3/DOP cell membrane extracts. Ki 
values are the means ± SEM of three to four separate experiments each performed in triplicate. 
b
Potency (EC50) of each compound was determined by evaluating their ability to inhibit the electric-
field induced contractions of the mouse vas deferens. EC50 values are the means ± SEM of three 
separate experiments. 
 
In order to evaluate the ability of each compound to bind DOP, we performed competitive binding 
assays using GH3/DOP cell membrane preparations. As shown in Table 1, the systematic replacement 
of amides by triazoles did not produce peptidomimetics with high retention of the parent peptide 
biological activity. Among all compounds tested, analog 17 showed the highest affinity (Ki = 89 nM) 
for DOP (Table 1). At this fourth amide position, we previously showed that introducing an E-alkene 
induced an even larger decrease in the affinity,
11
 while the replacement by the hydrogen bond acceptors 
ester
12
 and N-Methyl amide
12
 generated peptidomimetics almost as potent as Leu-enkephalin itself (Ki 
= 6.3 nM).
11
 The analog 17 also displayed a weak potency to inhibit electrical field-induced mouse vas 
deferens contraction (Table 1) and to induce ERK1/2 phosphorylation (Figure S1). Together, our 
findings suggest that in the analog 17 the triazole is not only holding peptide segments in place but is 
also involved in biologically relevant interactions, possibly as a hydrogen bond acceptor. The ~1.2Å 
extension (Figure 1) induced by the triazole incorporation might be involved in the significant loss of 
affinity. 
 
In this study we presented a mixed synthetic approach combining solid-phase synthesis and classical 
organic synthesis to obtain peptidomimetics with medium to high overall yields. Although active 
peptidomimetics were obtained by triazole replacements
4,5
, our study shows that this heterocycle is in 
no ways a viable bioisostere for any of the four amides of Leu-enkephalin, as clearly evidenced by the 
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decreased activity of the corresponding analogs 14-17. Those findings should be taken in consideration 
before choosing triazoles as peptide bond surrogates, since their electronics are noticeably different as 
well as their geometries. The strategy to introduce triazole dipeptide isosteres in different parts of a 
peptide sequence could be applied to other endogenous ligands. 
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3.2.1. Discussion et résultats supplémentaires sur les analogues triazoles 
 
L‟article inséré précédemment comporte une brève introduction sur Leu enképhaline et sur le potentiel 
de la chimie « click » en peptidomimétique. La figure 1 présente une comparaison de la structure d‟un 
amide versus un triazole. Le schéma 1 présente la synthèse des azotures. Le schéma 2 montre la 
synthèse des alcènes. La cyclisation de type « click » et l‟incorporation dans un peptidomimétique sont 
respectivement présentées aux schémas 3 et 4. La figure 2 montre les structures chimiques des 
analogues et leurs propriétés pharmacologiques sont rapportées dans le tableau 1. 
 
La conclusion de l‟article exprime ce qui est le plus important de constater à la lumière de ces résultats : 
le remplacement d‟amides par des triazoles présente des limitations majeures. Ces limitations sont 
d‟ordre géométrique et électronique. Comme cité dans l‟article, plusieurs analogues de type triazole ont 
été récemment rapportés dans la littérature, mais la littérature ne contient pas beaucoup de résultats 
négatifs quant à cette conception. Le côté systématique de notre remplacement vient ici prendre tout son 
sens puisqu‟aucun des analogues C14-C17 n‟a retenu entièrement les propriétés pharmacologiques de 
la Leu enképhaline. Puisque la tendance générale en science est de seulement considérer les résultats 
positifs, l‟impact de ces déductions est marginalisé.221  
 
Tableau 11. Propriétés physico-chimiques du composé C17. 
 
Composé LogD7.4
a
 ClogP
b
 tPSA (Å
2
)
b
 
Leu enképhaline -0.89 ± 0.03 -0.851 199.95 
Tyr-Gly-Gly-Phe-click-Leu (C17) -0.49 ± 0.07 -1.333 198.81 
a) Mesuré selon la technique « shake flask » avec tampon PBS PH = 7.4.167 L‟incertitude (±) : erreur 
standard à la moyenne (S.E.M.) b) Calculées en utilisant ChemBioDraw 12.0, tPSA : topological polar 
surface area. 
 
Encore une fois, seul le meilleur composé de cette série a été testé pour connaître son logD7.4. Le 
composé C17 ne possède pas des propriétés pharmacologiques si intéressantes et la modification 
triazole ne semble pas avoir donné des résultats de rétention complète de bioactivité. Par contre, les 
résultats empiriques fournis par cette expérience sont surprenants. Puisque la fonction triazole comporte 
plusieurs azotes, elle semble à première vue très polaire. L‟aromaticité du groupement triazole vient 
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brouiller les cartes. Lorsqu‟on regarde les valeurs calculées au tableau 11, c‟est-à-dire celles du ClogP 
et de la tPSA, on constate que les valeurs de C17 sont très proches de celle de la Leu enképhaline. Le 
temps de rétention HPLC n‟a pas pu être mesuré pour être comparé. Nous estimons que celui de C17 
est très semblable à celui de la Leu enképhaline. La valeur de logD7.4 nous démontre toutefois que ce 
composé est loin d‟être aussi hydrophile qu‟un calcul puisse le prévoir. Avec une valeur de -0.49, le 
logD7.4 est très proche de la valeur mesurée pour le composé A1 (qui comporte un alcène et qui semble 
beaucoup plus hydrophobe). Donc, la répartition plus égale des électrons dans l‟aromatique diminue de 
beaucoup le gain en polarité attendu avec les azotes supplémentaires. Malgré les mauvais résultats pour 
l‟activation de DOP, le tableau 11 démontre que le gain en hydrophobicité lié au remplacement d‟un 
amide par un triazole est loin d‟être faible. Selon nos connaissances, le gain en hydrophobicité lié au 
remplacement d‟un amide par un triazole n‟est d‟ailleurs pas discuté dans la littérature existante.  
 
 
 
Figure 72. Phosphorylation ERK1/2 induite par C17. 
 
L‟article ci-dessus traîte aussi de la phosphorylation de ERK1/2 induite par C17, mais ne présente pas 
de figure à cet effet. À la figure 72, on peut voir les résultats décrits en texte dans l‟article. À une dose 
de 10
-6
 M, le composé C17 semble bien activer DOP et ainsi conduire à la phosphorylation de ERK1/2. 
Cette valeur de 10
-6
 M est très similaire à la valeur obtenue pour le test de MVD, rapportée au tableau 1 
de l‟article ci-dessus. Leu enképhaline, dans le même test (ERK1/2), est capable d‟activer DOP à des 
concentrations de l‟ordre de ~10-7 M. Cela constitue une donnée supplémentaire pour exprimer que le 
composé C17 peut activer DOP. Cette activation s'effectue toutefois à une concentration d'un ordre de 
grandeur supérieur à celle de la Leu enképhaline. 
 
Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer les résultats pharmacologiques négatifs de 
cette série triazole. Premièrement, étant donné nos résultats du chapitre 2, les mauvaises propriétés des 
composés C14-C16 ne sont pas très surprenantes. Nous ne pouvons pas prédire les propriétés attendues 
pour les composés en cours de synthèse, bien sûr. L‟incorporation d‟un groupement capable d‟accepter 
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des ponts H avait déjà été démontrée comme étant non compatible avec ces trois positions amides. Les 
conclusions sur les interactions de Leu enképhaline avec DOP (rapportées précédemment au chapitre 2, 
figure 68) tiennent toujours et n‟ont pas été clarifiées par les résultats de ces analogues triazoles. Nous 
pensons encore que l‟amide 3 est impliqué comme accepteur de pont H. La faible affinité de C16 pour 
DOP n‟est pas venue nous éclairer davantage sur la nécessité de la propriété donneuse de cet amide 
pour l‟activation DOP. 
 
Le composé C17 aurait dû théoriquement avoir de bonnes propriétés pharmacologiques. Cette 
anticipation était reliée au fait que d‟autres motifs accepteurs de ponts H fonctionnent pour l‟amide 
terminal de Leu enképhaline. Nous pouvons considérer le triazole comme un accepteur de pont H de 
même force que l‟amide. Dans cette estimation, sa perte d‟activité DOP pourrait être reliée à 
l‟orientation des chaînes attachées au triazole et à l‟élongation du peptide (introduite par le triazole et 
discuté dans l‟article). L‟orientation des chaînes du peptide, liée à l‟incorporation d‟un triazole, pourrait 
avoir changé dans le composé C17. La rotation est facilement possible autour des liens sigma des 
substituants du triazole. Il se peut que l‟encombrement des chaînes Phe et Leu pousse le groupement 
triazole à s‟orienter à l‟envers (figure 73).  
 
 
 
Figure 73. Description d‟une conformation possible. 
 
De cette manière, il ne sera plus en position d‟accepter un pont H. Bref, entre la conformation stable du 
peptidomimétique et sa conformation bioactive (docking induit dans DOP), il peut y avoir des 
différences importantes. Ces différences peuvent être coûteuses en énergie et venir expliquer la faible 
activité de C17.  
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Figure 74. Représentions possibles d‟un triazole et modélisation Chem 3D (niveau : HF 6.31Gd,p). 
 
Enfin, lorsque l‟on compare une dernière fois l‟amide (le N-méthylacétamide) et le triazole (le 1,4-
diméthyl-1,2,3-triazole) à la figure 74, on constate l‟élongation introduite et aussi l‟orientation 
différente des substituants du groupement. L‟orientation des atomes d‟hydrogènes des groupements 
méthyles n‟est pas conservée entre les géométries optimisées pour l‟amide et le triazole. Cela peut 
porter à croire que l‟orientation dans un modèle plus complexe, comme le composé C17, peut-être aussi 
mauvaise. Quoique le triazole soit un cycle à 5 membres, sa représentation exacte dans ChemDraw est 
quelque peu distorsionnée par rapport à la réalité. Lorsqu‟on modélise ce groupement à un niveau de 
calcul où ses électrons pi sont bien représentés, on constate que l‟angle entre les substituants de 
l‟aromatique se trouve quelque part entre la représentation 1 et la représentation 2. La représentation 2 a 
été utilisée dans l‟article ci-dessus pour permettre une visualisation 2D plus pertinente et une orientation 
de la chaîne peptidique similaire à celle de Leu enképhaline dans l‟analogue triazole.  
 
Au final, nos hypothèses sur les interactions de Leu enképhaline lors de l‟activation de DOP sont 
restées inchangées. Puisque la fonction triazole située à l‟amide 4 a donné les meilleurs résultats, sa 
capacité d'accepteur de ponts H a été confirmée comme importante à cette position. Les résultats 
pharmacologiques de ce chapitre viennent globalement appuyer ceux du chapitre précédent. 
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CHAPITRE 4 : MODIFICATIONS SUR LES CHAÎNES LATÉRALES 
 
4.1. Introduction 
 
Tous nos travaux des chapitres précédents portaient essentiellement sur l‟incorporation systématique 
d‟isostères d‟amides dans la Leu enképhaline. Avec cela, nous avons obtenu plusieurs informations 
pertinentes sur les amides de la Leu enképhaline. Les incorporations d‟isostères d‟amides sont des 
processus souvent laborieux en ce qui concerne la synthèse. Nous voulions comprendre davantage les 
interactions de la Leu enképhaline avec DOP, mais surtout développer des outils moléculaires pour 
l‟étude de DOP. Donc, nous avons commencé à travailler sur les chaînes latérales du peptide. 
L‟exploration des chaînes latérales d‟un peptide est un processus beaucoup plus rapide que celui de 
l'exploration de ses amides. Par l‟emploi d‟acides aminés commerciaux (certains non naturels) et de 
courtes synthèses en phase solide, nous avons exploré plusieurs possibilités de substitutions pour les 
résidus 2 et 5 des enképhalines. On parle ici d'enképhaline, car un analogue ayant un 5
e
 résidu différent 
de la leucine ne peut pas s‟appeler analogue de la Leu enképhaline, mais bien enképhaline. 
 
 
 
Figure 75. Modifications sur les chaînes latérales de la Leu enképhaline. 
 
La figure 75 illustre que nos travaux sur les chaînes latérales sont divisés en deux sections dans ce 
chapitre. Ces deux sections sont l‟étude du 5e résidu (comprenant les travaux sur les dialkyl glycines) et 
l‟étude du marquage au 2e résidu. Il est bien connu du domaine des peptides opioïdes que le concept 
message-adresse peut s'appliquer à la Leu enképhaline. On obtient Tyr-Gly-Gly-Phe comme message et 
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Leu comme adresse. En d‟autres termes, le segment Tyr-Gly-Gly-Phe est considéré comme n‟ayant pas 
d‟impact sur la sélectivité entre les récepteurs aux opioïdes.222 D‟ailleurs, plusieurs modifications sur 
Tyr ou Phe apportent systématiquement un gain au niveau de l‟activité sur les trois récepteurs aux 
opioïdes. Très peu de modifications sur le segment Tyr-Gly-Gly-Phe apportent de la sélectivité pour un 
récepteur en particulier.194 Seulement la leucine est considérée comme l‟adresse du peptide. Nous 
avons comme but de développer un analogue d‟enképhaline étant agoniste sélectif DOP. Pour obtenir 
davantage de sélectivité, il faut travailler sur le segment du peptide responsable de celle-ci, d‟où 
l‟intérêt d‟étudier le 5e résidu des enképhalines. 
 
 
 
Figure 76. Représentation de l‟adresse hydrophobe dans certains ligands sélectifs DOP. 
 
À la figure 76 sont présentés deux agonistes (deltorphine II et SNC-80) et un antagoniste (naltrindole), 
tous sélectifs pour DOP. Toutes ces molécules comportent un segment tyramine dans leur message.134 
Regardons leur adresse, c'est-à-dire les parties de ces molécules considérées comme étant responsables 
de leur sélectivité DOP (adresse DOP). Toutes ces molécules ont une adresse de nature hydrophobe. 
Outre la nature hydrophobe de cette adresse, certains ligands sélectifs pour DOP ont une charge 
négative dans leur adresse (Glu dans deltorphine II). Le retrait de cette partie hydrophobe de la 
molécule fournit un ligand beaucoup moins sélectif pour DOP.134 Cette partie hydrophobe a un impact 
sur la sélectivité de ces ligands. Donc, elle doit avoir des interactions additionnelles seulement présentes 
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avec DOP. Il est aussi possible qu'elle ait des interactions stériques négatives avec MOP et KOP. Pour 
mieux comprendre la nature de ces interactions, il faut regarder les acides aminés qui y sont impliqués 
pour le récepteur ciblé, soit DOP. 
  
 
 
Figure 77. Acides aminés de DOP potentiellement impliqués dans les interactions hydrophobes.  
(En noir : a.a. responsables de la sélectivité du naltrindole (Leu300 et Trp284); en gris : autres a.a. pour 
des interactions hydrophobes possibles.) 
 
Les acides aminés rapportés comme responsables des interactions avec l‟adresse du naltrindole sont 
Leu300 et Trp284 (en noir, figure 77).140
a
 Ces acides aminés hydrophobes interagissent avec l‟indole 
du naltrindole (encerclé à la figure 76), ce qui augmente sa force de liaison à DOP. La sélectivité est 
créée dans cette interaction, car ces acides aminés ne sont pas les mêmes dans MOP. Leu300 devient 
Trp318, et Trp284 devient Lys303 dans MOP.140
b
 Au même endroit, les acides aminés de MOP sont 
moins hydrophobes que leurs correspondants d‟emplacement dans DOP. L‟encombrement stérique 
semble être plus grand dans cette zone à l‟intérieur de MOP (Trp318 et Lys303 étant plus encombrants 
que Leu300 et Trp284). L‟espace pour loger la partie adresse est donc plus petit dans MOP que dans 
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DOP, ce qui explique pourquoi certains ligands sélectifs MOP ont de très petites parties adresse (ex. : 
DAMGO).
223
 Les interactions avec cette pochette hydrophobe sont essentielles à la sélectivité du 
naltrindole. Qu'en est-il de la Leu enképhaline? Nous n‟avons aucun cristal de DOP avec la Leu 
enképhaline comme ligand. Les modélisations moléculaires de type docking induit (Leu enképhaline 
dans DOP) effectuées par Yves Dory ont pu indiquer plusieurs acides aminés potentiellement impliqués 
dans les interactions hydrophobes avec le 5
e
 résidu de la Leu enképhaline.214 Les acides aminés 
présentés en gris à la figure 77 sont ceux considérés comme impliqués. La Leu enképhaline a des 
interactions de nature hydrophobe avec Leu300 et Trp284. D‟autres interactions hydrophobes sont 
possibles puisque la nature de la Leu enképhaline est différente de celle du naltrindole. Les acides 
aminés présentés en gris sont identiques dans DOP et dans MOP. Donc, l‟interaction avec ceux-ci n‟a 
pas (ou peu) d‟effet sur la sélectivité d‟un ligand. Peut-être que la plus faible sélectivité de la Leu 
enképhaline en comparaison au naltrindole est due à ces interactions possibles. Les interactions 
hydrophobes spécifiques avec DOP semblent être la clé de la sélectivité DOP.  
 
Il faut aussi dénoter que le 5
e
 résidu de la Leu enképhaline avec son COO
- 
terminal a une interaction de 
nature pont salin avec DOP. L‟acide aminé basique de DOP impliqué dans cette interaction n‟est pas 
certain pour le moment. Selon nos hypothèses (figure 78), Lys214 ou Arg291 ou Arg192 pourraient être 
impliqués dans ce pont salin. Ce pont salin n'est pas nécessairement le même pour tous les ligands 
DOP. Il est possible que l‟acide aminé impliqué varie selon le ligand. Lys214 a été présenté comme 
ayant une interaction avec l‟azote de l‟indole du naltrindole.140a Un acide aminé basique impliqué dans 
une interaction de type pont salin a aussi été démontré comme étant responsable d‟une partie de la 
sélectivité DOP de certains ligands.
37
 Arg 291 est un acide aminé différent dans MOP (Glu310). 
Arg192 et Lys214 sont tous deux identiques dans MOP. Une interaction d‟un ligand avec Arg291 
pourrait avoir beaucoup plus d‟impact sur la sélectivité de celui-ci. Possiblement que certains ligands 
sélectifs DOP interagissent avec Arg 291, alors que certains ligands moins sélectifs forment des ponts 
salins avec Arg192 ou Lys214. Cette interaction n'est pas ciblée directement par nos modifications. Par 
contre, son étude demeure une clé importante dans la sélectivité DOP d‟un ligand. 
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Figure 78. Acides aminés de DOP potentiellement impliqués dans des interactions de type ponts salins 
avec le COO
-
 de la Leu enképhaline (Arg192, Lys214 et Arg291).  
 
Commençons notre étude de remplacement du 5
e
 résidu des enképhalines par un acide aminé 
hydrophobe. Il faut d‟abord prendre connaissance des analogues de cette nature qui sont déjà présents 
dans la littérature. Une myriade d‟analogues de la Leu enképhaline sont présents dans la littérature.87 
Presque tous les acides aminés naturels ont été essayés en remplacement du 5
e
 résidu des enképhalines. 
Le tableau 12 présente une sélection des données (jugées pertinentes à la compréhension) contenues 
dans la littérature. 
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Tableau 12. Substitutions possibles sur le 5
e
 résidu des enképhalines (littérature). 
 
Composé
a
 
MVD
b
 EC50 (nM) 
Activité DOP 
GPI
c
 EC50 (nM) 
Activité MOP Références
d
 
Leu enképhaline 12.2 47 165
,224 
D-Leu enképhaline 10.4 - 165
,
224
 
Met enképhaline 14.5 9.1 165
 
Ile enképhaline 18.6 - 165
 
Nle enképhaline 20.6 25 
225 
Met(o)
e
 enképhaline 41.2 - 165
 
Phe enképhaline 132 - 87
 
Val enképhaline 357 - 165
 
Ala enképhaline 4650 350 165
 
Pro enképhaline > 5000 1930 87
 
Leu enképhaline méthyl ester 52.3 46 165
 
Leucinol
f
 enképhaline 116 - 165
 
Leu enképhaline amide -
g
 17 87
 
Tyr-Gly-Gly-Phe-NH2 2900 - 87
 
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Nva 2.4 25226 
226 
Tyr-Gly-Gly-DBnG-Leu-NH2 1.6 - 
227 
Morphine
h
 465 80226 165
,
224
 
a) Sauf si mentionné explicitement, seulement le 5
e
 résidu de l‟enképhaline est modifié. b) L‟activité de 
chacun des composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction du mouse vas 
deferens produite par un champ électrique (valeurs de la littérature). c) L‟activité de chacun des 
composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction du guinea pig ileum 
produite par un champ électrique (valeurs de la littérature, une seule référence sauf si mentionné).
228
 d) 
Référence des valeurs du MVD et du GPI. e) Sous forme de sulfoxyde. f) Alcool équivalent de la 
leucine. g) Valeur non rapportée dans la littérature qui devrait être légèrement plus faible que celle de la 
Leu enképhaline. h) Valeur de référence utilisée pour transformer les données rapportées en 
nM.165
,
224 
 
Premièrement, la modification de la leucine en son isomère D augmente légèrement l‟activité sur DOP. 
D‟ailleurs, le DADLE comporte la même D-Leu qui a sûrement un impact sur sa sélectivité. La Met 
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enképhaline ne démontre aucune sélectivité d‟action entre MOP (test de guinea pig ileum) et DOP. 
Lorsqu'un isomère de constitution de la leucine comme une Ile ou une Nle est placé en guise de 5
e
 
résidu, une faible perte d‟affinité est mesurable. Ces acides aminés sont considérés comme 
hydrophobes. L‟oxydation de la méthionine produit aussi une perte d‟activité DOP. Le remplacement 
du 5
e
 résidu par un autre acide aminé naturel de type hydrophobe comme Phe, Val, Ala ou Pro induit 
des pertes substantielles sur l‟activité DOP. Cela indique un bris dans le contact entre ces acides aminés 
et la pochette hydrophobe de DOP. Sauf Phe, tous ces acides aminés sont courts quant à leur chaîne 
latérale. Le remplacement de l‟acide carboxylique de la leucine par un ester produit des pertes dans son 
activité DOP, mais pas dans son activité MOP.
165
 La réduction de la leucine en l‟alcool correspondant 
produit aussi des pertes d‟activité DOP.165 La modification de l‟acide carboxylique terminal en un 
amide est connue comme ayant un impact sur l‟activité DOP dans des peptides hautement analogues à 
la Leu enképhaline.
229
 Ces trois dernières entrées démontrent la nécessité de l‟acide carboxylique 
terminal. Elles indiquent qu'une interaction de type pont salin est reliée à la sélectivité DOP du peptide. 
Le retrait total de la leucine nous donne un segment non actif DOP (Tyr-Gly-Gly-Phe-NH2).
87
 Même si 
ce segment est considéré comme le message du peptide, il n‟est pas suffisant pour activer DOP. Donc, il 
ne peut être directement considéré comme le pharmacophore du peptide.222 Dans un peptide analogue 
(Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Nva), on peut voir que la norvaline peut être introduite comme 5
e
 résidu.
226
 Le 
peptide obtenu conserve une bonne activité DOP. De nombreux exemples d‟analogues sont traités ici. 
Par contre, il restait encore nombre d‟analogues accessibles par synthèse (acides aminés commerciaux) 
et non répertoriés. 
 
Dans le tableau 12, nous avons présenté un peptide comportant une dibenzyl glycine (avant dernière 
entrée). Ce peptide se termine par un amide et possède une forte activité DOP. L‟activité de ce peptide 
est surprenante. L‟isomère D-Phe, à cet endroit du peptide, n‟est normalement pas actif. La chaîne 
benzyle prenant la place de la L-Phe est possiblement responsable des interactions. Il est possible que la 
deuxième chaîne benzyle (mimant une D-Phe) ne nuise pas de façon stérique à la liaison. L‟inclusion de 
cette deuxième chaîne benzyle dans le peptide vient augmenter son hydrophobicité et potentiellement sa 
résistance aux enzymes. Une enképhaline se terminant par un amide est moins sélective pour DOP 
lorsque comparée à une enképhaline se terminant avec un acide carboxylique. Donc, nous avions 
l‟intérêt d'obtenir ce peptide se terminant avec un COOH. Pour cela, il fallait synthétiser la dibenzyl 
glycine. Pour poursuivre avec les dialkyl glycines, il nous est venu l‟idée de remplacer la leucine par 
une diisobutyl glycine. Les avantages dans l‟analogue seraient les mêmes que ceux de la dibenzyl 
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glycine. Nous jugeons que cette modification de type diisobutyl glycine a des chances d‟être tolérée. 
Une enképhaline peut avoir une L-Leu ou une D-Leu et être active (tableau 12). 
 
Dans un second projet (figure 75), nous avons effectué des travaux sur le marquage de la Leu 
enképhaline avec du 
11
C dans le but de faire de l‟imagerie TEP. En collaboration avec la professeure 
Brigitte Guérin, nous avons mis au point un projet de marquage qui utilise une alkylation de thiol 
(
11
CH3I). Cette substance électrophile radio marquée est disponible au département de radiobiologie et 
médecine nucléaire de l‟Université de Sherbrooke, à partir de l‟utilisation du cyclotron.230 La stratégie 
d‟alkylation d‟un thiol a déjà été utilisée sur plusieurs peptides. D‟ailleurs, la met enképhaline a déjà été 
marquée en utilisant cette stratégie.
231
 Cette étude sur la Met enképhaline marquée au 
11
C est 
intéressante. Par contre, la stabilité du traceur au niveau biologique n‟est pas adressée. Donc, on ne sait 
pas si le marquage est effectué par la Met enképhaline ou des fragments de ce peptide (comportant la 
11
C Met). Le marquage relaté ressemble beaucoup à un marquage 
11
C Met typique. Le marquage 
11
C 
Met est une expérience de TEP couramment utilisée pour marquer la synthèse de protéines chez 
l‟animal.232 Nous allons utiliser la même stratégie d‟incorporation de la radioactivité, mais nous 
souhaitons nous démarquer de cette étude. Cette stratégie emploie un thiol qui est un nucléophile très 
réactif. Cela permet d‟avoir une réaction sélective sur ce groupement à l'intérieur d'un peptide entier 
non protégé.
233
 Après l‟alkylation, le groupement devient un thioéther. Cela augmente l‟hydrophobicité 
du peptide. La présence du soufre, même s‟il est un hétéroatome, n‟augmente pas la surface polaire de 
l‟analogue (tPSA). Le soufre possède approximativement la même électronégativité que le carbone. 
Aucun dipôle significatif n‟est présent dans un thioéther. Les informations fournies par une étude à 
l‟aide d‟un peptide marqué sont souvent supérieures, en quantité et en qualité, à une étude faite sur un 
peptide non marqué. Pour que ces informations soient considérées par les organismes de régulation des 
médicaments, il faut que les atomes qui ont servi au marquage soient aussi présents dans le médicament 
lui-même. Ils ne peuvent pas être soustraits. Cela donne un avantage au groupement thioéther vis-à-vis 
d'une chaîne plus polaire. Celle-ci nuirait aux propriétés physico-chimiques. 
 
Le but premier de ce marquage est bien sûr de faire une imagerie de DOP. Comme décrit 
précédemment, nous avions déjà des travaux en cours sur les modifications du 5
e
 résidu pour obtenir 
une sélectivité DOP. Donc, il fallait que notre groupement thioéther soit incorporé à un autre endroit. 
Son incorporation ne devait pas non plus nuire à la liaison de DOP par encombrement stérique. Pour 
adresser l‟endroit propice à cette incorporation de thioéther, nous avons premièrement regardé la 
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littérature (tableau 13). Les résidus 1, 4 et 5 n‟étaient pas jugés des endroits propices puisqu‟ils sont 
importants dans l‟interaction avec DOP. Il nous fallait un endroit et une orientation pour mettre notre 
groupement.  
 
Tableau 13. Substitutions possibles sur le 2
e
 résidu des enképhalines (littérature). 
 
Composé 
MVD
a
 EC50 (nM) 
Activité DOP 
GPI
b
 EC50 (nM) 
Activité MOP Références
c
 
Leu enképhaline 12.2 47 165
,
224
, 234  
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu 1.75 - 165
,
224
 
Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu > 5000 - 165
,
224
 
Tyr-Gly-D-Ala-Phe-Leu 4650 - 165
,
224
 
Tyr-Gly-Ala-Phe-Leu 581 - 165
,
224
 
DADLE 0.54 48 234
 
Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr (DSLET) 0.58 360 234
 
Tyr-D-Ser(tBu)-Gly-Phe-Leu-Thr(tBu) (BUBU) 0.6 2800 234
 
DPDPE 4.74 2698 234
 
Tyr-D-Met-Gly-Phe-NVal-NH2 17 11 
235 
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-NH2 8.3 7.6 
110 
Tyr-D-EtG-Gly-Phe-Leu-NH2
d
 45 29 110
 
Tyr-D-Nva-Gly-Phe-Leu-NH2 21 23 110
 
Tyr-D-Nle-Gly-Phe-Leu-NH2 26 24 110
 
Tyr-D-Cys(O2NH2)-Gly-Phe-Leu
e
 11.4 1496 
236 
Tyr-Cys(O2NH2)-Gly-Phe-Leu
e
 1.29 > 5000 
236 
Tyr-hCys(O2NH2)-Gly-Phe-Leu
e
 32 > 5000 236
 
Tyr-Cys(Bzl)-Gly-Phe-Leu 8.3 280 236
 
a) L‟activité de chacun des composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction 
du mouse vas deferens produite par un champ électrique (valeurs de la littérature). b) L‟activité de 
chacun des composés a été déterminée en évaluant leur habileté à inhiber la contraction du guinea pig 
ileum produite par un champ électrique (valeurs de la littérature) c) Référence des valeurs du MVD et 
du GPI. d) EtG : éthyl glycine. e) Le soufre de la cystéine fait partie d'un sulfonamide. 
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Au tableau 13, on présente plusieurs chaînes possibles pour le 2
e
 résidu de la Leu enképhaline. 
Premièrement, au 2
e
 résidu, le simple changement de Gly pour une L Ala (troisième entrée), entraîne 
une perte totale de l‟activité. Toutefois, la substitution de Gly par une D Ala (deuxième entrée) 
augmente l‟activité sur DOP. Donc, une chaîne de type thioéther peut-être possiblement incorporée à 
cet endroit. Regardons le 3
e
 résidu. La substitution par une D Ala ou une L Ala ne produit pas des 
peptides actifs. D‟ailleurs, aucune substitution pour le 3e résidu de la Leu enképhaline ne semble être 
possible. C'est pour cela que nous regarderons en détail le 2
e
 résidu. Plusieurs peptides agonistes 
sélectifs DOP sont connus. Plusieurs d'entre eux possèdent un acide aminé D en position 2 comme le 
DADLE, le DSLET, le BUBU et le DPDPE. Cela est une preuve additionnelle qu‟une chaîne D semble 
bien être tolérée à cet endroit. Certains peptides contenant même un thioéther à cette position ont déjà 
été rapportés (Tyr-D-Met-Gly-Phe-Nva-NH2). Comme le montrent les quatre prochaines entrées, le 
groupe de Schiller
110
 a étudié les possibilités d‟incorporation d‟un groupement de carbones saturés 
comme 2
e
 résidu dans la Leu enképhaline (version amide). Leurs résultats démontrent qu‟une chaîne 
saturée d‟une longueur de 4 carbones (Tyr-D-Nle-Gly-Phe-Leu-NH2) est tolérée sans perte flagrante de 
l‟activité sur DOP. Les quatre dernières entrées du tableau 13 contiennent une étude effectuée sur 
l‟incorporation d‟une cystéine ou d‟une homocystéine à la position 2 de la Leu enképhaline. Il est 
important de noter que certains de leurs peptides ayant une chaîne d‟orientation L sont actifs sur DOP, 
notament les activités de Tyr-D-Cys(O2NH2)-Gly-Phe-Leu et Tyr-Cys(O2NH2)-Gly-Phe-Leu sont 
comparables. Cela démontre que dans le cas de la cystéine, une orientation L semble être tolérée au 2
e
 
résidu. Il est à noter que leur chaîne n‟est pas exactement identique au thioéther que nous voulons 
incorporer (-SMe). Les thiols des cystéines de l'article en question sont protégés par un benzoyle (Bzl) 
ou transformés en sulfonamide (SO2NH2). Il se peut que les groupements placés sur ces cystéines 
possèdent des interactions supplémentaires avec DOP. Cela expliquerait leur activité, même pour les 
isomères L. En bref, ce tableau 13 démontre que le 2
e
 résidu semble être un endroit idéal pour placer 
notre chaîne thioéther additionnelle. Aussi, l‟isomère D semble dans tous les cas toléré. Lorsqu'on parle 
d'un thioéther, l‟isomère L serait aussi à considérer pour cet endroit. Ces conclusions sont faites à partir 
de la littérature. Elles vont être primordiales pour orienter notre conception d‟un analogue marqué. 
 
4.2. Exploration du 5
e
 résidu des enképhalines et de dialkyl glycines 
 
Selon la littérature sur le sujet et nos hypothèses personnelles, la leucine de la Leu enképhaline semble 
être le résidu clé pour la sélectivité DOP (voir les références du tableau 12). Plusieurs acides aminés 
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naturels ont été utilisés comme substitution du 5
e
 résidu, mais nous désirions continuer cette étude avec 
des acides aminés hydrophobes mieux ciblés (figure 79). Maintenant, plusieurs acides aminés non 
naturels sont disponibles commercialement (sous forme Fmoc). Donc, la synthèse de ces analogues 
allait être simplifiée. Cette simplicité a fait de ce projet un travail idéal pour les stagiaires. 
L‟incorporation de ces acides aminés non naturels hydrophobes peut augmenter l‟hydrophobicité de 
l‟analogue et possiblement sa résistance aux enzymes de dégradation. Ces a.a. sont non naturels. Donc, 
ils ont moins de chance d‟être reconnus. L‟objectif primordial est de moduler cette section hydrophobe 
pour mieux ajuster sa structure avec la zone hydrophobe de DOP. Cette zone est responsable des 
interactions de type adresse. Possiblement que cette modulation va augmenter l‟encombrement stérique 
avec la même zone dans MOP. Une sélectivité DOP accrue pourrait être obtenue. Une activité DOP 
accrue serait aussi possible. Les interactions hydrophobes sont considérées comme étant les grandes 
responsables (thermodynamique) de la stabilisation d‟une liaison à un récepteur. La majoration de ces 
interactions peut améliorer l'activité.
237
 
 
 
 
Figure 79. Exploration du 5
e
 résidu des enképhalines. 
 
Les acides aminés non naturels qui remplacent X (figure 79) sont illustrés à la figure 80. Dans cette 
figure, seulement l‟acide aminé remplaçant X est mentionné. Les numéros de molécules mentionnés 
sont ceux de l‟analogue d‟enképhaline comportant cet acide aminé pour 5e résidu. Pour faciliter la 
lecture des résultats pharmacologiques, les composés de la figure 80 ont été numérotés dans l‟ordre où 
ils ont été testés. Ils vont apparaître dans cet ordre à la section des résultats pharmacologiques. Dans la 
figure 80, les composés sont regroupés par homologie pour avoir une comparaison facilitée. 
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Figure 80. Acides aminés incorporés comme 5
e
 résidu d‟une enképhaline. 
 
On peut voir que plusieurs acides aminés d‟une même famille ont été incorporés dans le but de moduler 
l‟adresse hydrophobe. Nous comprenons bien les enjeux de la conception de ces analogues. Toutefois, 
une partie d'exploration est présente dans ce projet. Les résidus L-Leu et D-Leu sont possibles comme 
5
e
 résidu de l‟enképhaline (voir entrée 2 du tableau 12). Certains acides aminés comportant un carbone 
α quaternaire ont été tentés (cyclo leucines et dialkyl glycines). Tous les analogues de la figure 80 ne 
sont pas répertoriés dans la littérature, sauf 44 (tableau 12). Nous avons décidé de synthétiser 44 pour 
des raisons comparatives. Nous désirions explorer et comparer les quatre isomères de l‟isoleucine 
(quatre analogues). L‟acide aminé azabeta leucine a été fourni par Sophie Beauchemin. La néopentyl 
glycine a été achetée sous forme d‟acide aminé non protégé. Tous les autres acides aminés utilisés pour 
faire 33-49 ont été achetés sous forme protégée en Fmoc. Je dois rendre hommage aux stagiaires qui ont 
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effectué la synthèse de ces analogues. Les efforts soutenus de Dominique Bella NDong, durant deux 
stages au laboratoire Dory sur le projet, ont pu nous fournir les analogues 33-43 et 45-46. Isabelle 
Cantin-Savoie et Richard Chamberland ont respectivement obtenu les analogues 44 et 47-49. Les 
efforts répétés et les différentes stratégies utilisées n'ont pas permis d'obtenir un analogue incorporant 
une L-allo isoleucine.  
 
 
 
Figure 81. Dialkyl glycine enképhalines synthétisées. 
 
La figure 81 présente les deux analogues de la Leu enképhaline comportant une dialkyl glycine. Ces 
analogues sont des composés comportant une double chaîne. L‟encombrement généré par ces dialkyl 
glycines est grand. La synthèse de ces analogues a dû être grandement appuyée par la littérature 
existante sur les dialkyl glycines (travaux de Robert Hammer).
238, 239, 240
 Une stratégie déjà publiée par 
un autre groupe employant la réaction d‟Ugi-Passerini comme étape clé pour former les dialkyl glycines 
a été tentée. Nous n‟avons eu aucun succès par cette stratégie (schéma 13).241 À chacun de nos essais, la 
réaction clé n‟a pas formé le produit final désiré. 
 
 
 
Schéma 13. Stratégie de synthèse des dialkyl glycines avec réaction d‟Ugi-Passerini. 
 
Il se peut que ces analogues soient actifs sur DOP, si les chaînes dialkylglycine n‟induisent pas un 
encombrement stérique supplémentaire important une fois le peptide en place dans DOP. Pour les 
 171 
mêmes raisons d‟encombrement stérique et de conformation de l‟analogue, il se peut que ces dialkyl 
glycines ne soient pas tolérées dans DOP.  
 
4.2.1. Synthèse des analogues comportant un acide aminé hydrophobe 
 
 
 
Schéma 14. Synthèse en phase solide générale utilisée pour enképhalines 33-49 (5
e
 résidu). 
 
Au schéma 14, les travaux des stagiaires (Dominique, Isabelle et Richard) ont permis la synthèse en 
phase solide des analogues 33-49. Pour la majorité des peptides, la résine de Wang a été utilisée. Pour 
les peptides 47-48, la résine 2-chlorotrityle a été utilisée. La méthodologie utilisée pour obtenir ces 
peptides est très classique à quelques exceptions près. Parfois, la méthodologie a dû être adaptée pour 
permettre des synthèses plus difficiles. Par exemple, pour les peptides 34, 39 et 46, le couplage entre 
Xxx et Phe a été effectué avec du COMU (au lieu du HATU). Le COMU est considéré comme un agent 
de couplage plus efficace pour former un amide. Il trouve son application dans les situations où il y a de 
l‟encombrement stérique.242 Pour le peptide 46, le couplage initial sur résine a été effectué avec notre 
protocole au MSNT (schéma 17). Le couplage Xxx avec Phe a été effectué selon la méthode de 
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l‟anhydride symétrique de Robert Hammer.238 Les rendements obtenus pour les différentes séquences 
ont varié beaucoup (0.6 à 100%) en fonction de la difficulté de la synthèse et de l‟expertise du stagiaire. 
 
 
 
Schéma 15. Synthèse de la dibenzyl glycine 55. 
 
La synthèse de la dibenzyl glycine 55 (avec une protection Fmoc) s‟est effectuée à l'aide des protocoles 
décrits par Hammer (schéma 15).238 Le composé 52 a été obtenu par une bis alkylation du nitroacétate 
d‟éthyle. Le groupement nitro de 52 a été réduit au zinc pour obtenir le composé 53. Une hydrolyse en 
conditions dures a donné l‟acide aminé 54 (non purifié). Pour que l‟acide aminé soit soluble dans le 
milieu réactionel, on a effectué une dérivation sous forme d‟ester de silyle. Suite à la protection sous 
forme de carbamate Fmoc de l‟amine, dans le même milieu réactionnel, l‟ester de silyle a été hydrolysé 
lors de la neutralisation de la réaction pour fournir 55. 
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Schéma 16. Synthèse de la diisobutyl glycine 59. 
 
La synthèse de la diisobutyl glycine avait été rapportée par Hammer et ses collaborateurs. Il y avait une 
problématique avec les réactions présentées au schéma 15 pour la diisobutyl glycine. C‟est pourquoi la 
synthèse présentée au schéma 16 a été développée (même équipe).239 En appliquant cette méthode, 
nous avons obtenu le composé 56 à l'aide d'une bis alkylation du nitroacétate d‟éthyle et de l'utilisation 
du catalyseur Pd(PPh3)4. Une réduction exhaustive de l'alcène 56, effectuée à l‟aide de nickel de Raney, 
nous a donné le composé saturé 57. Le composé 57 a été transformé en diisobutyl glycine protégée sous 
forme de carbamate Fmoc (59). Pour la suite, personne n‟avait décrit le couplage initial du composé 59 
avec une résine permettant d‟obtenir l‟acide carboxylique terminal à la toute fin de la séquence, soit 
après le clivage final de la résine. Le groupe de Hammer avait tout de même utilisé le composé 59 dans 
un couplage initial avec une résine permettant d‟obtenir l‟amide terminal (couplage jugé moins difficile 
à effectuer).240 Le couplage initial d‟un acide aminé encombré à une résine est reconnu comme étant 
problématique dans le domaine de la synthèse de peptide sur support solide.
243
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Tableau 14. Essais de couplage initial d‟une résine avec le composé 59. 
 
Résine  
(mmoles/g)
a
 
Réactifs et solvants
 b
  
(équivalents) 
Substitution
c 
(mmoles/g) 
Wang (1.5) 59 (2), chlorure de 2,6-dichlorobenzoyle (4), pyridine (6), DMF. 0.025 
2-Chlorotrityl (1.5) 59 (1), DIPEA (5), DCM. 0.008 
Tentagel R PHB (0.2) 59 (2), chlorure de 2,6-dichlorobenzoyle (4), pyridine (6), DMF. 0.008 
Tentagel R PHB (0.2) 59 (7), PPh3 (7), DIAD (7), THF. 0.003 
Tentagel R PHB (0.2) 59 (5), méthyl imidazole (4), MSNT (6), DCM. 0.040 
Tentagel R PHB (0.2) 59 (7), méthyl imidazole (5.25), MSNT (7), DCM. -
d
 
Tentagel S PHB (0.27) 59 (7), méthyl imidazole (5.25), MSNT (7), DCM. 0.005 
Wang (1.5) 59 (7), méthyl imidazole (5.25), MSNT (7), DCM. 0.097 
Wang (0.7) 59 (7), méthyl imidazole (5.25), MSNT (7), DCM. 0.011 
a) Taux de substitution estimés commercialement. b) Toutes les réactions ont duré 15 h à t.a. 
 c) Taux de substitution estimés par lecture UV après la réaction. d) Lectures UV trop faibles.  
 
Au tableau 14 sont présentés nos divers essais de couplage initial du composé 59 avec une résine 
permettant d‟obtenir l‟acide carboxylique terminal. Dans nos premiers essais, nous avons démontré que 
l‟utilisation d‟une résine 2-chlorotrityl ne donnait pas de bon taux de substitution, comparativement à 
une résine de Wang ou une résine Tentagel (ces dernières possédant l'attache PHB). Ces résultats 
s'expliquent possiblement par l‟encombrement en jeu dans cette réaction. Quatre différents protocoles 
de couplage initial ont été testés sur la résine Tentagel R PHB. De ces quatre protocoles, celui utilisant 
le MSNT s‟est illustré comme ayant obtenu le plus haut taux de substitution. Par la suite, les résultats de 
cette réaction sur différentes résines, ayant toute une attache PHB et des taux de substitution 
commerciaux différents, ont été comparés. La résine ayant le plus haut taux de substitution commercial 
(Wang 1.5 mmoles/g) a donné le plus haut taux de substitution obtenu. Une fois ces données 
préliminaires en main, nous avons commencé la synthèse sur une plus grande échelle (schéma 17). 
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Schéma 17. Synthèse en phase solide des dialkyl glycines enképhalines 50 et 51. 
 
Le schéma 17 présente la synthèse en phase solide des peptides 50 et 51 en utilisant les composés 55 et 
59 préalablement obtenus. Premièrement, des mesures permettant d‟effectuer des synthèses plus ardues 
ont dû être mises en place à cause de l‟encombrement stérique. Pour le couplage initial du composé 59 
avec la résine, nous avons utilisé nos conditions trouvées (schéma 17, point h). Les protections des sites 
vacants après le couplage initial se sont faites avec du chlorure de 2,6-dichlorobenzoyle. Les protections 
des sites n‟ayant pas réagi dans les couplages subséquents ont été effectuées avec de l‟anhydride 
acétique. Tout cela nous a permis de simplifier la purification des peptides par HPLC Prep. Ces étapes 
n‟améliorent pas le rendement. Par contre, sans celles-ci, il a été démontré qu'il est impossible d‟obtenir 
50 ou 51 avec une pureté suffisante pour les tests pharmacologiques. En résumé, ces protections 
viennent changer la nature et le temps de rétention HPLC des impuretés contaminant le peptide désiré. 
Pour le couplage de la dialkyl glycine avec l‟acide aminé subséquent, le protocole de l‟anhydride 
symétrique a été utilisé (schéma 17, point f). Avec des efforts répétés, les analogues 50 et 51 ont été 
obtenus. Leur pureté a été jugée suffisante pour les tests pharmacologiques. 
 
4.2.2. Résultats pharmacologiques 
 
Pour la série d‟analogues 33-49, nous avions un grand nombre de composés à tester. Il a fallu 
déterminer un test qui servirait de filtre et ainsi limiter la quantité de tests à effectuer. Ce filtre servira 
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pour déterminer les composés qui seront plus exhaustivement testés par la suite. Le professeur Louis 
Gendron et son étudiante à la maîtrise Kristina Rochon ont décidé d‟utiliser le test de phosphorylation 
des ERK1/2 comme test filtre. Premièrement, cette manipulation ne nécessite pas de formation en 
radioprotection comme le test de liaison par compétition. Elle ne nécessite pas d‟utilisation d‟organes 
d‟animaux, comme le test de MVD. Kristina a développé une méthode pour faire ce test de 
phosphorylation des ERK1/2 de manière à comparer plusieurs composés. Les figures suivantes 
contiennent plusieurs gels qui comparent des composés à deux concentrations différentes. La 
concentration de 100 nM est utilisée parce qu‟à cette concentration, la réponse produite par la Leu 
enképhaline est claire et visible (la réponse à 10 nM n‟est pas aussi évidente). Si un composé 
phosphoryle les ERK1/2 à cette concentration, il est considéré comme ayant une activité grossièrement 
semblable à celle de la Leu enképhaline. La deuxième concentration est 10 μM. Elle est utilisée pour 
déterminer si des composés avaient une activité plus faible sur DOP. Les composés ne présentant pas de 
réponse claire à 10 μM sont jugés comme inactifs sur DOP dans cette expérience. Les résultats 
pharmacologiques présentés dans cette section ont été obtenus par Kristina Rochon et ses stagiaires 
Camille Gamblin et Pierre-Julien Albert. 
 
 
 
Figure 82. Phosphorylation ERK1/2 induite par 33-38. 
 
À la figure 82, les analogues 35, 36 et 38 ont une activation DOP similaire à celle de la Leu enképhaline 
à 100 nM. À 10 μM, les composés 33 et 37 activent DOP. Donc, la chaîne plus grande de 
l‟homoleucine semble bien être tolérée à cette position (35). La cyclohexyl alanine 33, quant à elle, 
cause possiblement trop d‟encombrement stérique avec DOP. La homocyclo leucine (36) active DOP à 
100 nM. Par contre, la cycloleucine 34 n‟active pas DOP à 10 μM. Il est possible que le composé 36 
possède un cycle assez grand pour avoir des contacts hydrophobes avec DOP, mais pas le composé 34. 
Le composé 37 possède peu d‟activité sur DOP. Son homologue carboné (incorporé dans le DADLE) 
en possède peu lui aussi.
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 Le composé 38 est très similaire, à deux hydrogènes près, à la Leu 
enképhaline. Son activité n'était pas une surprise.  
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Figure 83. Phosphorylation ERK1/2 induite par 35 et 38 (résultats MOP). 
 
Dans cette première série, les composés actifs sur DOP à 100 nM 35 et 38 ont aussi été testés sur le 
récepteur MOP. Le but était de connaître leur sélectivité avec le même test en utilisant des cellules 
différentes exprimant MOP (figure 83). Dans ce test préliminaire de sélectivité, les composés 35 et 38 
n‟ont pas été jugés comme significativement plus sélectifs que le peptide parent. La Leu enképhaline 
active aussi MOP à 1 μM. Ce sont les seuls résultats de sélectivité que nous avons pour le moment sur 
cette série. 
 
 
 
Figure 84. Phosphorylation ERK1/2 induite par 39-43. 
 
La deuxième série de composés testés comporte encore plus de résultats positifs (figure 84). Les 
composés 39-42 sont actifs sur DOP à 100 nM. Le composé 43 n‟active pas DOP, même à 10 μM. 
L‟action de 39-42 vient confirmer que plusieurs chaînes hydrophobes sont tolérées comme 5e résidu 
d‟une enképhaline. L‟Ile n‟est pas le seul isomère de cet acide aminé toléré comme 5e résidu. Les 
substitutions qui ont donné les composés 39 et 42 sont très similaires à une leucine. La seule différence 
est un méthyle ou deux hydrogènes. 
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Figure 85. Phosphorylation ERK1/2 induite par 44-46. 
 
La troisième série de cette étude présente les composés 44-46 (figure 85). À une concentration de 100 
nM, les composés 44 et 45 activent DOP. Une concentration de 10 μM est nécessaire pour voir une 
activation marquée de DOP avec l'analogue 46. L‟isoleucine enképhaline avait déjà été rapportée 
comme ayant une action DOP. D‟ailleurs, certaines espèces (non-mammifères) ont le composé 44 
comme enképhaline endogène dans leur organisme.
244
  
 
Les résultats des figures 82 à 85  démontrent qu‟une alanine substituée d‟un cyclopropyle (38) ou d‟un 
cyclobutyle (45) est tolérée, mais pas une alanine substituée d‟un cyclohexyle (33). Pour l'analogue 46, 
l‟encombrement stérique et/ou la conformation de l‟analogue, comportant un centre quaternaire, rend 
l‟activation DOP plus faible. 
 
 
 
Figure 86. Phosphorylation ERK1/2 induite par les analogues dialkyl glycine 50-51. 
 
Pour les dialkyl glycines enképhalines 50 et 51, une faible activation à 100 nM est visible (figure 86). 
Elle n‟est pas de même force que celle de la Leu enképhaline. L‟activation à 10 μM est quant à elle 
jugée significative. Le faible résultat du composé 50 est surprenant, puisque son analogue possédant un 
amide terminal avait été rapporté comme fortement actif sur DOP.227 Le composé 51 a eu des résultats 
faibles en considérant que L Leu et D Leu sont tolérés à cet endroit. Le repliement des chaînes de type 
isobutyle (de Leu enképhaline et D Leu enképhaline) les place probablement pour qu'elles effectuent les 
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mêmes contacts hydrophobes avec DOP. L‟hypothèse inverse aurait été que les chaînes isobutyles (de L 
Leu et D Leu) lient des endroits différents à l'intérieur de DOP. L‟ajout d‟une seconde chaîne peut avoir 
causé une gêne stérique avec DOP dans le composé 51. Vu les efforts synthétiques mis dans la 
préparation des analogues 50 et 51, ces résultats furent décevants. 
 
Tableau 15. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour les composés 39-42 et 51. 
 
Composé 
DOP 
Ki
 a
 (nM) 
MOP 
Ki
 b
 (nM) EC50
c
 (nM) 
Leu enképhaline 5.7 30 72 
Néopentyl glycine 39 - - 539 
D-Ile 40 13 - 68 
D-allo-Ile 41 - - 93 
4,5-Déhydro leucine 42 - - 701 
Diisobutyl glycine 51 110 184 - 
a) L‟affinité (Ki) des composés a été déterminée par leur habileté à inhiber la liaison de la [
3
H] 
deltorphine II, un agoniste sélectif DOP, dans des homogénats de cerveaux de rats. b) L‟affinité (Ki) des 
composés a été déterminée par leur habileté à inhiber la liaison de la [
3
H] DAMGO, un agoniste sélectif 
MOP, dans des homogénats de cerveaux de rats. c) L‟activité de chacun des composés a été déterminée 
en évaluant leur habileté à inhiber la contraction du mouse vas deferens produite par un champ 
électrique. 
 
Après les résultats des tests, certains analogues considérés comme actifs sur DOP à 100 nM (par notre 
test filtre) ont été testés pour connaître leur affinité DOP, leur affinité MOP et mieux quantifier leur 
activité par MVD (tableau 15). Les composés 39-42 ont été testés en MVD. Ces résultats démontrent 
que ces analogues, qui avaient été jugés comme ayant des activités DOP semblables, possèdent de plus 
grandes différences dans leur activité lorsque celle-ci est plus finement quantifiée. Dans ce test, les 
composés 40 et 41 possèdent une action comparable à celle de la Leu enképhaline. Les analogues 39 et 
42 dénotent une différence d‟environ un ordre de grandeur d‟activité avec le peptide parent. Après ces 
tests, le composé 40 a été testé pour connaître son affinité DOP. Elle est similaire, bien que légèrement 
inférieure, à celle du peptide parent.  
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Pour le composé 51, son affinité DOP est de plus d‟un ordre de grandeur inférieure à celle de la Leu 
enképhaline. Ce composé dénote des pertes de sélectivité aussi dans son ratio entre les affinités DOP et 
MOP. Cela vient appuyer notre hypothèse préalablement décrite sur les interactions dee résidus L-Leu 
et D-Leu comme 5
e
 résidu (figure 87). Une D-Leu à cette position peut avoir les mêmes contacts 
hydrophobes avec DOP qu‟une L-Leu. Par contre, son orientation spatiale viendra aligner son 
carboxylate pour faire un pont salin avec Arg 291. Cela lui confère une sélectivité (ex : la sélectivité du 
DADLE). Il est possible que la même explication vaille pour le composé 46.  
 
 
 
Figure 87. Hypothèses sur les contacts hydrophobes de certaines enképhalines. 
 
Pour les composés 47-49 (figure 80), aucun résultat n‟est disponible pour le moment dû à leur récente 
synthèse. Le composé 49 a d‟ailleurs été synthétisé pour élucider nos hypothèses sur les dialkyl 
glycines en position 5. Le composé 48, quant à lui, a été conçu pour appuyer notre hypothèse sur le 
pharmacophore du 5
e
 résidu illustré à la figure 88 (voir l‟encadré). 
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Figure 88. Hypothèses sur les contacts hydrophobes nécessaires et proposition d‟un pharmacophore 
pour le 5
e
 résidu des enképhalines. 
 
Comme illustrés à la figure 88, les composés 35-36, 38-42, 44-45 sont actifs sur DOP et possèdent des 
caractéristiques structurelles semblables. Les autres composés de cette étude ne sont pas actifs. Ils sont 
considérés comme ayant une chaîne d‟une longueur trop courte pour effectuer le contact hydrophobe 
avec DOP ou une chaîne trop encombrante dans leur liaison avec DOP. Tous ces résultats nous ont 
amenés à proposer un pharmacophore pour le 5
e
 résidu des enképhalines. Selon nos hypothèses, une 
chaîne d‟une longueur de trois carbones consécutifs serait nécessaire pour avoir un contact hydrophobe 
jugé suffisant avec DOP. Les résultats du composé 48 viendront appuyer ou démentir nos dires. 
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Cette série d‟analogues n‟a pas encore révélé d‟agonistes plus sélectifs pour DOP que la Leu 
enképhaline. Ces résultats sont tout de même intéressants. Précédemment à cette étude, seulement 
quelques acides aminés avaient été rapportés comme substitution tolérée pour le 5
e
 résidu des 
enképhalines (Leu, Met, Ile, Nle). Nos résultats en rapportent neuf autres, ce qui est une avancée 
considérable dans la compréhension des contacts hydrophobes du 5
e
 résidu des enképhalines avec DOP. 
 
4.3. Marquage de la Leu enképhaline au 
11
C 
 
En parallèle à l‟étude décrite ci-dessus, nous avons conduit la synthèse des analogues portant un 
thioéther au deuxième résidu de l‟enképhaline. Ce projet avait été décrit dans l‟introduction de ce 
chapitre. La figure 89 présente notre approche à cette incorporation.   
 
 
 
Figure 89. Études des possibilités de marquage du 2
e
 résidu des enképhalines au 
11
C. 
 
Premièrement, nous avions jugé que les acides aminés cystéine méthylée et méthionine seraient de 
bonnes substitutions de la glycine pour incorporer un thioéther dans la structure. Comme il a été décrit 
précédemment, la L-Leucine et la D-Leucine sont connues comme étant tolérées en position 5. Nous 
avons voulu faire varier cette chiralité pour créer des analogues. Cela imite ainsi certains analogues 
connus comme le DADLE. Les combinaisons de chiralité aux positions 2 et 5 et de longueur de chaînes 
à la position 2, telles que présentées à la figure 89, ont donc été appliquées à la Leu enképhaline. Nous 
avons obtenu huit analogues 60-67 qui sont illustrés à la figure 90. 
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Figure 90. Analogues thioéther 60-67 créés pour l‟étude de marquage. 
 
Ces huit composés vont nous permettre d‟explorer comment une chaîne thioéther doit être introduite 
dans la Leu enképhaline. Cela doit bien sûr se faire sans perdre les propriétés biologiques recherchées. 
Certaines chiralités semblent être mieux tolérées dans des peptides analogues. Par contre, nous voulions 
nous assurer d‟explorer les possibilités en détail à l‟aide d‟une mini-librairie biaisée au lieu de cibler 
une seule structure. 
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4.3.1. Synthèse des analogues comportant un thioéther 
 
La synthèse des analogues de type thioéther comportant une D Leucine est présentée au schéma 18. Les 
analogues 64 et 66 ont été obtenus par synthèse en phase solide avec une méthodologie Fmoc classique. 
Pour éviter l‟oxydation du thioéther, l‟EDT a été rajouté à la solution de clivage. L‟utilisation de HATU 
a induit une épimérisation de l'acide aminé Cys(Me). La racémisation avec HATU est un phénomène 
assez rare, mais pour cet acide aminé en particulier elle avait été rapportée.
245
 De ce cas-ci, les 
diastéréoisomères 60 et 62 obtenus étaient séparables par HPLC Prep. L‟épimérisation du centre chiral 
n‟était que partielle. Au composé obtenu majoritairement on a assigné la chiralité L (62 : L Cys(Me); 
60 : D Cys(Me)). 
 
 
 
Schéma 18. Synthèse en phase solide des analogues thioéther comportant D-Leu 60, 62, 64 et 66. 
 
Le même tour de passe-passe d‟épimérisation partielle de la L-Cys(Me) a été tenté pour obtenir les 
composés 63 et 61. Tous deux comportent un résidu L-Leu. Les diastéréoisomères obtenus n‟ont pas été 
séparables par HPLC Prep dans ce cas. Cependant l‟épimérisation a été impossible et puisque l‟acide 
aminé D-Cys(Me) désiré n‟est pas disponible commercialement, il nous a donc fallu le synthétiser. 
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Schéma 19. Synthèse de l'acide aminé 68. 
 
Le traitement de la D cystéine avec une base faible, en présence d‟un équivalent de MeI, a permis de 
spécifiquement alkyler le thiol de ce substrat (schéma 19). Par la suite, dans le mélange réactionnel, du 
Fmoc-Cl a été ajouté pour fournir l‟acide aminé protégé désiré 68.246 
 
 
 
Schéma 20. Synthèse en phase solide des analogues thioéther comportant L-Leu 61, 63, 65, 67 et du 
précurseur 69. 
 
Le schéma 20 relate la synthèse des analogues thioéther comportant une L-Leu. Pour éviter 
l‟épimérisation des acides aminés de type Cys(Me), l‟utilisation d‟un couplage au DIC a été choisie 
(synthèse de 61 et 63). Ce même protocole avait bien fonctionné pour éviter des épimérisations 
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semblables au chapitre 3. L‟EDT fait partie des solutions de clivage. Après les bons résultats des tests 
pharmacologiques obtenus pour l‟analogue 61, nous avons décidé de synthétiser son précurseur de type 
thiol (69). Il est nommé précurseur, car, une fois alkylé au MeI, il donne l'analogue 61. La synthèse de 
ce précurseur nous a causé bien des problèmes. Dans un premier essai, le dimère de 69 (comportant un 
lien disulfure) a été obtenu. La structure dimérique a été démontrée par Guillaume Langlois
247
 qui a 
effectué une titration des thiols à l‟aide du réactif d‟Ellman.248 Aucun thiol libre n'a été détecté par ce 
titrage. Dans un autre essai subséquent de synthèse de 69, sous les judicieux conseils de la professeure 
Brigitte Guérin, nous avons ajouté une portion de thioanisole à la solution de clivage (voir schéma 20, 
point g).
249
 L‟ajout de ce réactif a permis de complètement supprimer la formation du dimère. 
L'analogue 69 a été obtenu avec le thiol libre. Le thioanisole n‟est pas connu comme le meilleur des 
réactifs pour réduire un lien disulfure. L‟utilisation de thioanisole, qui est considéré comme un 
réducteur faible a démontré un bon potentiel de réduction des liens disulfures. Ces faits étaient déjà 
connu par l‟équipe du Pr Brigitte Guérin et bien d‟autres.250 
 
 
 
Schéma 21. Réaction d‟alkylation de 69 pour obtenir 61. 
 
Une fois le précurseur 69 obtenu, il fallait développer des conditions pour l‟alkyler en 61. Cela allait 
nous permettre d‟avoir des résultats préliminaires. Ces résultats seraient ensuite utiles avant l‟essai de 
cette réaction sur des réactifs marqué au 
11
C (schéma 21). Plusieurs variantes ont été essayées sur cette 
réaction. Elles sont listées au tableau 16.  
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Tableau 16. Essais et développement d‟une alkylation de 69. 
 
Solvant MeX Base Température Rendement
a
 Produit dialkylé
b
 
THF/H2O 1:1 MeI NaHCO3 t.a. 40%
c
 trace 
THF/H2O 1:1 MeI NaHCO3 t.a. 79% trace 
ACN/H2O 1:1 MeI NaHCO3 t.a. 51% trace 
MÉC
d
/H2O
e
 1:1
 
MeI NaHCO3 t.a. 38% importante 
MÉC
d
/H2O
e
 1:1 MeOTf NaHCO3 t.a. 33% importante 
THF/H2O 1:1 MeI NaHCO3 40
o
C 78% trace 
2-MeTHF
f
/H2O
e
 1:1 MeI NaHCO3 40
o
C 5% majoritaire 
DMF/H2O 1:1 MeI NaHCO3 t.a. 77% trace 
DMSO/H2O 1:1 MeI NaHCO3 t.a. 75% importante 
DMF MeI NaH t.a. 0%
g
 - 
a)  Rendement estimé par quantification HPLC analytique après 5 min de réaction. b) Alkylation 
subséquente de 61 sur le phénol. c) Rendement isolé par HPLC Prep après 4 h de réaction. d) MÉC : 
Méthyl Éthyl Cétone e) Deux phases présentes dans la réaction. f) 2-MeTHF : 2-méthyl 
tétrahydrofurane g) Dégradation complète de 69. 
 
L'alkylation avec les mêmes conditions que celles utilisées pour obtenir l'acide aminé 68 a été essayée. 
Elle a été réussie sur une quantité de l‟ordre de plusieurs miligrammes de 69 (tableau 16). Cinq 
équivalents de base sont nécessaires pour déprotonner complètement l‟acide carboxylique, l‟amine, le 
phénol et le thiol. L‟utilisation d‟ions sodium a été décidée pour garder des conditions semblables à 
celles décrites dans la littérature.231 Dans ces conditions, le thiol est le meilleur électrophile, selon la 
théorie. L‟isolation par HPLC Prep nous a fourni un peptide ayant exactement la même caractérisation 
chimique que 61. Par la suite, nous avons voulu comprendre l‟évolution de la réaction. Donc, nous 
l‟avons suivie en quantifiant 69 et 61 à certains points donnés dans le temps. Nous avons été surpris et 
ravis de constater que la réaction donnait 79% de conversion après seulement 5 min avec comme 
solvant le mélange THF/H2O. Le rendement réel de la réaction suite à une purification HPLC prep, est 
généralement plus faible que le taux de conversion pour une même durée de réaction. Plus la réaction 
dure longtemps, plus il risque d‟y avoir de pertes de produit final suite à une seconde alkylation de 
celui-ci. Cette conversion chute lorsque l‟ACN remplace le THF comme solvant. Par la suite, sur les 
conseils de Sébastien Tremblay (assistant de recherche de Brigitte Guérin qui devait effectuer la 
réaction avec les réactifs marqués), nous avons essayé d‟obtenir une réaction similaire dans des solvants 
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possédant des points d‟ébullition plus élevés. Quand le 11CH3I sort du cyclotron, il est sous forme 
gazeuse. On le fait buller dans ce qui ressemble à une boucle d‟injection de HPLC et qui contient le 
précurseur 69 et une base. L‟utilisation de THF, selon lui, n‟était pas idéale. Ce solvant moins visqueux 
trappe moins bien le 
11
CH3I gazeux qui est présent en très faible quantité. Donc, la MÉC et le 2-MeTHF 
plus lourds ont été essayés. Ces deux solvants ne sont pas miscibles dans l‟eau. Donc, deux phases 
étaient présentes dans la réaction. 
  
 
 
Figure 91. Produit secondaire dû à une seconde alkylation de 69. 
 
La présence de deux phases s‟est révélée comme génératrice d‟un produit secondaire indésirable, dû à 
une seconde alkylation de 69 (figure 91). Le site de cette seconde alkylation est majoritairement le 
phénol (preuve RMN
1H). Nous pensons qu‟en présence de deux phases, le produit 61 ainsi formé se 
retrouve majoritairement dans la phase organique. Dans cette phase, il est alkylé une seconde fois par le 
MeI qui est aussi majoritairement présent dans la phase organique. L'utilisation de DMSO comme co-
solvant donne aussi une partie de bis alkylation. Dans ce cas-là, une seule phase cependant est présente. 
L‟utilisation d‟un électrophile plus fort comme le CH3OTf s‟est aussi révélée génératrice de produits 
dialkylés. Cet électrophile plus fort diminue la sélectivité de la réaction entre les différents nucléophiles 
du peptide. Le chauffage de la réaction dans le THF/H2O n‟a pas provoqué d‟amélioration significative 
sur le taux de conversion. L‟essai de l‟alkylation de 69, avec comme base NaH, dans le DMF, n‟a 
produit que de la dégradation. Finalement, l‟utilisation de DMF/H2O comme solvant nous a donné une 
conversion semblable à celle obtenue avec THF/H2O. L‟utilisation du DMF pour remplacer le THF 
devrait améliorer les conditions d‟alkylation à chaud puisque le solvant est moins volatil. Les travaux 
de Sébastien sur 69 sont résumés plus tard dans ce chapitre.  
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4.3.2. Résultats pharmacologiques et propriétés des analogues 
 
Nous voulions connaître les activités sur DOP des analogues 60-67 (figure 90). Kristina Rochon a 
obtenu les résultats pharmacologiques de cette section. En utilisant le même test comparatif de 
phosphorylation ERK1/2, nous avons comparé les huit composés sur deux gels à des concentrations 
différentes (figure 92). 
 
 
 
Figure 92. Phosphorylation ERK1/2 induite par 60-67. 
 
Des huit analogues, trois d‟entre eux (61, 62, 65) se sont révélés actifs sur DOP à une concentration de 
100 nM. Les composés 63, 64 et 67 n‟ont démontré une activité qu‟à la concentration 10 μM. Le 
composé 61 a été estimé comme le plus actif parmi cette série. Ce composé a aussi été sélectionné car 
sa chaîne thioéther moins longue que celle de 65 a moins de chances d‟encombrer la liaison de cet 
analogue à DOP. L‟identité des chiralités des résidus 2 et 5 de 61 est différente de celle de DADLE. Il 
est intéressant de constater que dans cette série, certains composés portant un 2
e
 résidu de chiralité L 
sont capables d‟activer DOP (62 et 63). Un des composés ayant un acide aminé D à cette position est 
inactif sur DOP (60). Tout cela démontre que la conception d‟un analogue de la Leu enképhaline n‟est 
pas nécessairement quelque chose que l‟on peut faire intuitivement. Nous pouvons nous inspirer de la 
littérature, mais une exploration expérimentale est nécessaire pour trouver un bon agoniste.
251
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Tableau 17. Mesure de l‟affinité et de l‟activité pour le composé 61. 
 
Composé 
DOP 
Ki
 a
 (nM) 
MOP 
Ki
 b
 (nM) EC50
c
 (nM) 
Leu enképhaline 5.7 30 72 
D Cys(Me)
2
 Leu enképhaline 61 1.6 15 41 
a) L‟affinité (Ki) des composés a été déterminée par leur habileté à inhiber la liaison de la [
3
H] 
deltorphine II, un agoniste sélectif DOP, dans des homogénats de cerveaux de rats. b) L‟affinité (Ki) des 
composés a été déterminée par leur habileté à inhiber la liaison de la [
3
H] DAMGO, un agoniste sélectif 
MOP, dans des homogénats de cerveaux de rats. c) L‟activité de chacun des composés a été déterminée 
en évaluant leur habileté à inhiber la contraction du mouse vas deferens produite par un champ 
électrique. 
 
Après le choix de 61 comme composé phare de cette étude, d‟autres tests ont été effectués sur celui-ci. 
L‟affinité de 61 pour DOP est légèrement supérieure à celle de la Leu enképhaline. Quant à la 
sélectivité DOP versus MOP, le composé 61 semble légèrement plus sélectif (9 fois) pour DOP que le 
peptide parent (5 fois). Cette sélectivité est relativement faible encore. La valeur de sélectivité ici est 
importante à considérer. Le composé 61 n‟est pas considéré comme sélectif. Donc, si on effectuait une 
expérience d‟imagerie avec 61, l‟image obtenue ne correspondrait pas seulement à une cartographie de 
DOP, mais aussi de MOP. Avec le test MVD, l‟activité de 61 s‟est révélée supérieure à celle de la Leu 
enképhaline. Cela démontre que 61 est un bon agoniste de DOP. 
 
Tableau 18. Propriétés physico-chimiques du composé 61. 
 
Composé LogD7.4
a
 ClogP
b
 tPSA (Å
2
)
b
 
Leu enképhaline -0.89 ± 0.03 -0.851 199.95 
D Cys(Me)
2
 Leu enképhaline (61) 0.19 ± 0.07 -0.013 199.95 
a) Mesuré selon la technique «shake flask» avec tampon PBS PH = 7.4.167 L‟incertitude (±) : erreur 
standard à la moyenne (S.E.M.) b) Calculées en utilisant ChemBioDraw 12.0, tPSA : topological polar 
surface area. 
 
Nous savons maintenant que 61 possède de bonnes propriétés pharmacologiques (au niveau 
dynamique). Après, il a fallu examiner ses propriétés pharmacocinétiques. Pour développer un 
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marqueur de DOP, le peptide marqué doit pouvoir atteindre la cible GPCR. Aussi, il ne doit pas être 
dégradé au passage par des enzymes. Au tableau 18, l‟addition d‟une chaîne thioéther augmente de plus 
d'une unité la valeur de log D7.4 pour le composé 61 (en comparaison avec la Leu enképhaline). La 
valeur de ClogP calculée est dans les mêmes ordres de grandeur que celle mesurée au laboratoire. Elle 
est légèrement plus basse, par contre. La valeur de tPSA est restée inchangée. Le soufre n‟est pas 
compté comme un atome polaire dans ce calcul. Donc, l‟addition d‟une chaîne thioéther ne change rien. 
Ces valeurs ne font pas de 61 un composé «drug like» perméable de façon passive aux membranes 
biologiques. Par contre, on peut voir que l‟hydrophobicité de ce peptide est améliorée par rapport à 
celle de la Leu enképhaline. 
 
Tableau 19. Stabilité plasmatique (plasma 100%) du composé 61. 
 
Composé 
Demi-vie
a
  
(min) Produits de dégradation (temps de la première apparition)
b
 
Leu enképhaline 4.2 Gly-Gly-Phe-Leu (5 min), Phe-Leu (10 min) 
D-Cys(Me)
2
 Leu enképhaline 61 > 6h 
D-Cys(Me)-Gly-Phe-Leu (10 min),  
Tyr-D-Cys(Me)-Gly-Phe (60 min) 
a) Demi-vie : La stabilité des composés a été déterminée avec un appareil HPLC Agilent série 1100 
avec colonne C-18 symmetry, 150 mm x 4.6 mm, 5 μm, chauffée à 30oC, débit 1.2 mL/min, commencer 
avec 0.1% TFA dans H2O puis 0 à 75% acétonitrile durant 20 min, détection UV à 223 nm. b) Produits 
de dégradation : segments peptidiques identifiés par LCMS. Temps de la première apparition : point 
auquel l‟analyse LCMS détecte le fragment. Ce temps n‟exprime pas la valeur exacte du début de la 
formation du fragment en question. 
 
La plus importante valeur à mesurer pour un marqueur TEP est sa résistance aux enzymes de 
dégradation. Si le composé n‟est pas biodisponible oralement, il peut toujours être injecté à l‟animal 
pour faire l‟expérience TEP. Par contre, si le composé se dégrade, le marquage devient faussé et 
l‟image obtenue ne correspondra plus à un marquage fait avec 61, mais à un marquage fait avec les 
métabolites marqués de 61 (qui, eux, n‟auront pas d‟affinité pour DOP). Le composé 61 s‟est montré 
très résistant à la dégradation lors d‟une expérience en plasma dilué à 50%. Après, nous avons fait une 
deuxième expérience d‟une plus longue durée avec du plasma pur (tableau 19). L‟utilisation de plasma 
pur au lieu de plasma à 50% n‟a pas semblé avoir d‟impact significatif sur la demi-vie enregistrée pour 
la Leu enképhaline. Les métabolites obtenus par détection LCMS sont les mêmes pour ce peptide. Le 
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composé 61 dans cette expérience n‟a pas une demi-vie mesurable. L‟expérience n‟a pas pu être 
allongée. Les protéines du plasma se détériorent déjà après 6 h à 37
 o
C (phénomène qui forme une 
espèce de caramel). Par détection LCMS, on peut voir deux métabolites qui correspondent à la 
déplétion des acides aminés terminaux. La nature du métabolite principal D-Cys(Me)-Gly-Phe-Leu 
nous a beaucoup surpris. Normalement, l‟incorporation d‟un acide aminé D (non naturel) protège les 
liens amides qui lui sont juxtaposés d‟une dégradation enzymatique. L‟acide aminé non naturel n'est pas 
reconnu par les enzymes. Dans le cas de 61, nous avons des évidences que ce n‟est pas le cas.  
 
 
 
Figure 93. Comparaison des courbes de dégradation plasmatique de Leu enképhaline et de 
l'analogue 61. 
 
Cette dégradation de l'analogue 61 n'était pas attendue. Par contre, elle n‟est pas un obstacle important 
au potentiel de résistance de ce peptide. Après 6 h, 80% du peptide est encore présent dans son intégrité 
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(voir figure 93). D‟ailleurs, l‟augmentation de la résistance aux enzymes du plasma de rat de 61 versus 
la Leu enképhaline est flagrante à la figure 93. De tous les composés phares testés dans cet ouvrage 
(A1, 5 et 9), l'analogue 61 est de loin le plus résistant dans cette expérience. Cela est très encourageant 
pour de futures expériences d‟imagerie avec ce peptide marqué. 
 
 
Schéma 22. Réaction d‟alkylation de 69, avec incorporation de radioactivité. 
 
L'analogue 61 s‟avère après tous ces tests un composé intéressant pour le marquage. Nous avons eu 
besoin de l‟aide de Sébastien Tremblay pour essayer d‟obtenir le produit 61 marqué au 11C. Les essais 
de l‟alkylation de 69 à l'aide de réactifs froids (non radioactifs) sont présentés au schéma 21 et au 
tableau 15. Ces essais ont donné des informations utiles pour l‟obtention du produit marqué. Dans le 
schéma 22, le THF est utilisé comme solvant. Nos bons résultats à froid avec le DMF n‟avaient pas 
encore été obtenus à l'époque. La réaction à chaud se passe dans des conditions bien différentes. La 
réaction est effectuée dans une boucle d‟injection dans laquelle on prépare l‟anion de 69. Par la suite, il 
doit réagir avec une infime quantité de 
11
CH3I gazeux qui est bullée dans la boucle. Après 5 min, le 
mélange réactionnel est injecté dans un HPLC Semi-Prep pour y être purifié. Le tout s‟effectue très 
rapidement. La demi-vie du 
11
C est de 20 min. Pour finir, Sébastien a démontré qu'il était capable 
d‟obtenir l'analogue 61 marqué. D‟autres expériences, dont certaines chez l‟animal, sont envisagées 
pour ce composé marqué. 
 
En résumé, notre composé phare, l'analogue 61, possède une forte action sur DOP. Il possède aussi une 
résistance accrue à la dégradation enzymatique. Par contre, la sélectivité et l‟hydrophobicité du 
composé sont considérées comme des points à améliorer. Par la suite, il sera possible de faire une 
expérience de TEP et obtenir un marquage spécifique de DOP de façon orale.  
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Figure 94. Combinaison des données structure-activité. 
 
Les résultats des deux projets portant sur les chaînes latérales de la Leu enképhaline pourraient 
simplement être combinés (figure 94). Pour le projet sur le 2
e
 résidu, le grand gagnant de notre petite 
étude structure-activité est le composé 61 à cause de sa chaîne CH2SMe provenant de la D cystéine. 
D‟après l‟étude sur le 5e résidu, plusieurs composés (35-36, 38-42, 44-45) sont actifs sur DOP. Par 
contre, aucun d'entre eux n'a démontré de sélectivité accrue dans nos résultats préliminaires. Bien que 
nos résultats soient tangibles, la combinaison des chaînes identifiées par les deux projets ne donnera pas 
nécessairement une addition positive des propriétés pharmacologiques. Il apparaît qu‟une D cystéine S-
méthylée semble s‟imposer comme 2e résidu. Les chaînes des composés 35-36, 38-42, 44-45 qui sont 
tolérées au 5
e
 résidu devraient être toutes combinées avec le 2
e
 résidu choisi. Ce procédé aurait pour but 
d‟obtenir un peptide marqué sélectif DOP. La stéréochimie D devrait être davantage explorée au 5e 
résidu. Cette modification peut apporter de la sélectivité.165
,
224 L‟ajout d‟une thréonine à 
l'analogue 61 comme sixième acide aminé pour donner Tyr-D-Cys(Me)-Gly-Phe-Leu-Thr pourrait 
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fournir une sélectivité accrue. Le peptide obtenu serait un analogue de l‟agoniste sélectif DSLET (voir 
tableau 13). Nous avons incorporé une chaîne thioéther de stéréochimie D au 2
e
 résidu. Donc, la 
conformation globale de l‟analogue résultant, à l‟intérieur de DOP, peut être modulée par rapport à celle 
de la Leu enképhaline.
252
 Un léger changement dans la conformation de l‟analogue à l‟intérieur de DOP 
impliquerait que les modifications que nous avons identifiées comme tolérées au 5
e
 résidu ne le seraient 
plus nécessairement dans un nouvel analogue comportant un 2
e
 résidu et un 5
e
 résidu modifiés. 
 
 
 
Schéma 23. Tentative d‟alkylation de B3. 
 
Nous avons la possibilité de combiner le thioéther nécessaire au marquage avec des analogues 
comportant des isostères d‟amide (chapitre 1, 2, 3). Dans cette optique, quelques motifs auront une 
synthèse légèrement plus difficile. On peut penser à l'incorporation d'une D Cys(Me) dans l‟analogue 
A1. Pour ce faire il faut en premier lieu alkyler B3 pour donner un alcène comportant la chaîne 
thioéther nécessaire comme montré au schéma 23. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
Le domaine du développement d‟opioïdes, en particulier des peptides opioïdes, est toujours aussi 
stimulé qu‟avant par l‟atteinte d‟un analgésique sans effets secondaires. Maintenant, certains 
considèrent cet objectif comme inatteignable. Par contre, la recherche sur les opioïdes n‟a pas ralenti 
pour autant. Depuis la découverte de la Leu enképhaline, il y a quantité de recherches effectuées sur ce 
petit peptide. Toutefois, plusieurs analogues simples n‟avaient pas été rapportés dans la littérature. C‟est 
dans le désir d‟explorer cette cible classique que nous avons commencé nos recherches, connaissant la 
présence de chercheurs majeurs dans le domaine (Schiller, Mosberg, Portoghese, Hruby). Grâce à une 
bonne compréhension de la littérature et à une approche systématique, nous avons réussi à tirer 
quelques résultats positifs innovateurs.  
 
 
 
Figure 95. Résumé graphique des chapitres. 
 
Par remplacement systématique des amides de la Leu enképhaline par des isostères (figure 95), nous 
avons produit quatre séries d‟analogues (alcènes, ester, N-méthyl amide et triazole). De ces recherches, 
certains composés se sont illustrés comme ayant conservé la même action sur DOP. Parmi ceux-là, 
certains ont même démontré des propriétés physico-chimiques et une résistance accrue à la dégradation. 
Ensuite, nous nous sommes attaqués aux chaînes latérales pour réussir à obtenir de la sélectivité DOP et 
avoir la possibilité de marquer nos analogues. 
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Figure 96. Composés d‟intérêt synthétisés et testés dans cet ouvrage. 
 
À la figure 96, les résultats des tests pharmacologiques nous ont amenés à discuter davantage de 
certains composés d‟intérêt. Les composés A1, 5 et 9 possèdent tous trois une activité similaire à celle 
de la Leu enképhaline sur DOP. Ils sont tous trois plus hydrophobes que cette dernière. De plus, les 
composés A1 et 9 ont prouvé leur résistance accrue aux enzymes. Le peptide combinant ces isostère 
(alcène en position 1 et N-méthyl amide en position 4) a été synthétisé par Jean-François Nadon, mais  
il n‟a pas présenté une activité DOP intéressante. Cela démontre que pour ces peptides d‟intérêt, leurs 
modifications ne sont pas nécessairement toutes compatibles entre elles ou additives. Le composé C17, 
bien que possédant une activité modérée sur DOP, est venu appuyer nos hypothèses sur les interactions 
des amides de la Leu enképhaline avec DOP, entr‟autre que le 4e amide est impliqué comme accepteur 
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de pont H (figure 68). Ce n‟est pas l‟activité de C17 qui en fait un composé intéressant, c‟est le fait 
qu‟il est le plus actif de la série des analogues triazole qui vient prouver notre hypothèse. Nos 
conclusions par rapport aux interactions des amides de la Leu enképhaline avec DOP (figure 68) 
illustrent bien l‟impact de nos travaux. Dans notre investigation des possibilités de marquage de la Leu 
enképhaline, la découverte du composé 61 fut un tournant important. Ce composé possède des 
propriétés physico-chimiques intéressantes et une grande résistance aux enzymes du plasma. Il ne reste 
plus qu‟à trouver d‟autres modifications compatibles à effectuer sur la structure de 61 pour obtenir un 
analogue sélectif et disponible de façon orale (figure 94). L‟étude du 5e résidu du peptide nous a permis 
d‟identifier plusieurs acides aminés tolérés comme remplacement de la leucine. Parmi ceux-ci, 
l‟analogue 40 présente, pour l‟instant, les meilleurs résultats préliminaires. Nous n‟avons pas identifié 
d‟analogues sélectifs DOP dans cette série pour le moment. Par contre, nous avons contribué à la 
meilleure compréhension des facteurs qui font d‟un acide aminé un bon remplacement. La proposition 
de notre pharmacophore de type norvaline accroît notre compréhension des facteurs liés à l‟activité 
DOP d‟un analogue.  
 
 
Figure 97. Connaissances et perspectives sur le 5
e
 résidu de la Leu enképhaline. 
 
Nos travaux illustrent l‟importance du 5e résidu sur l‟activité DOP. La figure 97 illustre nos 
avancements dans la compréhension de la relation structure-activité du 5
e
 résidu des enképhalines. Il 
reste en fait encore plusieurs inconnues concernant ce résidu clé (voir points d‟intérogation à la figure 
97). La finalisation des tests pharmacologiques des composés 33-49 et l‟élaboration de modèles issus de 
modélisation moléculaire vont venir aider l‟investigation des contacts hydrophobes liés à une sélectivité 
DOP. La nécessité d‟un carboxylate a déjà été illustrée dans la littérature pour l‟activité sur DOP. Par 
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contre, l‟orientation de ce carboxylate pour une possible interaction avec Arg291 (dans DOP) reste à 
être étudiée davantage. Les résultats pharmacologiques des analogues 10 et 11 (voir figure 65)  
pourraient venir aider cette étude. De plus, la présence de ce carboxylate est un des obstacles majeurs 
pour la biodisponibilité au CNS, en particulier, de la Leu enképhaline. Le remplacement de cet acide 
carboxylique par un isostère est une avenue qui vaut la peine d‟être explorée.    
 
 
Figure 98. Perspective : analogue comportant une phénylsérine. 
 
Dans les autres perspectives du projet de recherche sur les enképhalines, nous avons déjà commencé 
d‟autres investigations de nature différente. Comme illustré à la figure 98, l‟action sélective de la 
deltorphine II sur DOP peut être attribuée à différents groupements constituant son adresse (concept 
message-adresse). Certains de ces éléments sont déjà présents dans la Leu enképhaline comme la chaîne 
isobutyle (cercle pointillé figure 98) et l‟acide carboxylique terminal (encadré figure 98). Des résultats 
préliminaires de modélisation moléculaire ont démontré que l‟amide terminal de la deltorphine II est 
important dans son interaction avec DOP. L‟incorporation d‟une chaîne éther comportant un amide 
terminal (encerclé figure 98) sur la chaîne latérale du résidu Phe donne un analogue dérivé de la 
phénylsérine. Théoriquement, cet analogue possède un amide qui peut se positionner au même endroit 
dans DOP que l‟amide terminal de la deltorphine II et ainsi augmenter l‟affinité DOP.  
 
Les perspectives sur la poursuite du projet sont multiples. Il y a des perspectives autant pour la 
continuité des travaux présentés ici que dans l‟utilisation des informations structure-activité dans la 
conception de nouveaux analgésiques. Tous ces résultats illustrent la compréhension des interactions de 
la Leu enképhaline avec DOP. La Leu enképhaline régule la douleur dans votre tête en ce moment 
même. Elle nécessite une investigation détaillée qui n‟a pas encore été complétée. 
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PARTIE EXPÉRIMENTALE 
 
Remarques générales 
 
Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphère d'azote dans de la verrerie séchée à la flamme 
sous pression réduite. Les solvants anhydres et certains réactifs liquides ont été distillés avant leur 
utilisation et ils sont rapportés dans le tableau 20 suivant. 
 
Tableau 20 : Agents desséchants utilisés pour la distillation de différents solvants et réactifs. 
 
Solvant / Réactif distillé Agent desséchant 
Acétonitrile Hydrure de calcium 
Benzène P2O5 
Dichlorométhane Hydrure de calcium 
N,N-Diisopropylamine Hydroxyde de potassium 
Diméthylformamide Tamis moléculaire 4 Å 
1,4-Dioxane Hydroxyde de potassium 
Éther diéthylique Sodium, Benzophénone 
Méthanol Tamis moléculaire 4 Å 
Pyridine Hydroxyde de potassium 
Tétrahydrofurane Sodium, Benzophénone 
N,N,N-triéthylamine Hydroxyde de potassium 
Toluène Hydrure de calcium 
 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de verre recouvertes de gel 
de silice (0.25 mm, UV 254 Silicyle). Les produits en chromatographie sur couche mince ont été 
révélés à la lampe UV, puis par trempage dans une solution aqueuse de KMnO4 (KMnO4 1 g, NaHCO3 2 
g, H2O 100 mL) ou dans une solution de ninhydrine (ninhydrine 200 mg, EtOH 97 mL AcOH 3 mL), suivi 
d'un chauffage. Les chromatographies éclair ont été effectuées avec du gel de silice (40-63 m, 
Silicyle). 
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Les spectres infrarouge ont été obtenus par dépôt d'un film de produit sur une pastille de chlorure de 
sodium, avec un spectromètre Perkin-Elmer 1600 FT-IR.  Les angles de rotation optique ont été 
mesurés à l‟aide d‟un polarimètre Perkin-Elmer 141. Les spectres de résonance magnétique nucléaire 
(
1
H, 
13
C, NOESY) ont été enregistrés avec un appareil Bruker AC-300. L‟étalon interne est le 
chloroforme (7,26 ppm) ou le méthanol (3,34 ppm) ou le diméthylsulfoxyde (2,49 ppm) pour la 
résonance des protons et le chloroforme (77,0 ppm) ou le méthanol (49,9 ppm) pour la résonance des 
carbones.  Les spectres de masse ont été enregistrés avec un spectromètre VG Micromass ZAB-2F ou 
avec un MALDI-Tof ou avec un ESI-Q-Tof (Maxis). Les purifications HPLC prep ont été faites sur une 
colonne C-18 VYDAC 218TP. Les analyses de pureté HPLC ont été faites sur un HPLC agilent série 
1100 avec une colonne C-18. 
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ANNEXE A : PARTIE EXPÉRIMENTALE  
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Modes opératoires (en anglais) 
 
General protocols used for : 
 
Distribution coefficient measure (logD7.4) 
This protocol is a modified version of the «shake flash
253
» method. Before the experiment, octanol and 
phosphate buffer (PBS pH 7.4) were mixed together for 24 h to saturate them with one another. The 
mixture was allowed to rest; the phases were separated and used as solvents in the coefficient measure. 
The experiment was done at room temperature using triplicates for each measure. 0.1 mg of each 
peptide was placed in a vial. Phosphate buffer (1 mL) and octanol (0.5 mL) were added and the vial was 
shaken mechanically for 10 min. The mixture was then allowed to rest for 30 min or until phase 
separation was completed. Aliquots of both phases were taken and injected in a HPLC. HPLC method: 
10 μL of aliquot were injected in an Agilent 1100 series HPLC, column: Agilent Eclipse Plus C-18 
column, 50 mm × 3.0 mm, 1,8 μm; solvent A, 0.1% TFA in water; solvent B 0,1% TFA in acetonitrile; 
2-98% B in A over 20 min; flow rate : 0,4 mL/min; UV detection at 214 nm. The retention time of each 
peptide was already known after the HPLC purity analysis of each peptide. The octanol peak did not 
interfere with the experiment. The AUC (area under the curve) of the peptide corresponding peak were 
integrated for each phase injected. The distribution coefficient of each peptide was calculated as follow: 
logD7.4 = log10 (AUC octanol phase / AUC buffer phase) 
 
Plasma stability 
The following protocol is a modified version of a previously published protocol
254
. In this experiment, 
plasma was diluted to 50% to slow down peptide degradation and allow comparison between leu-
enkephalin and its analogs. Plasma was stored at -80 
o
C until required. 8 aliquots of non diluted plasma 
(25 μL) were incubated at 37oC for 15 min before the addition of the peptide solution (25 μL). All 
peptide solutions consisted of a 100 μM dilution of peptide in isotonic sodium chloride (0.9% w/v). 
After addition of the peptide, the solution was agitated under vortex. The 8 aliquots were incubated at 
37 
o
C and degradation was stopped at 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 and 60 min by addition of methanol (100 
μL) and vortexing. Resulting solutions were centrifuged at 13000 rpm for 15 min at 4 oC. To 155 μL of 
the supernatant was added 5 μL of internal standard. The internal standard solution consisted of Fmoc-
Leucine 500 μM in methanol. Each degradation was done in triplicate and the resulting solutions were 
analyzed by HPLC. HPLC method: 40 uL of solution were injected in an Agilent 1100 series HPLC, 
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column: Symmetry C18 5 μm 4.6x150 mm, heated at 30 
o
C, flow 1.2 mL/min, start with 0.1% TFA in 
water then 0 to 75% acetonitrile in 20 min, UV detection at 223 nm. A blank sample at same dilution 
but containing no peptide was injected to see to the background peaks due to plasma. A standard 
solution at same dilution but containing no plasma was injected to ensure that no peptide were lost in 
the plasma precipitate. The percentage of non degraded peptide was calculated by determining the ratio 
between the AUC (area under the curve) of Fmoc-Leucine and AUC of the tested peptide. For all 
points, the mean of the ratios for the triplicate was done and the mean of the 0min triplicate was fixed at 
100% peptide remaining. The AUC of the 0 min triplicate and the standard solution (no plasma) in all 
cases were not significantly different. For analysis of the apparition of peptide fragments, the same 
solutions were injected in a LCMS. LCMS method: 20 uL of solution were injected in an Waters 
Alliance/Waters micromass ZQ LCMS, column: X terra MS C18 3.5 μM 2.1x50 mm, flow 1 mL/min, 0 
to 50% acetonitrile in 8 min, mass detection between 150 and 700. 
 
General method for all peptide synthesis on solid support (Fmoc methodology) 
Between each step the resins are washed using DMF (3x), iPrOH (3x) and DCM (3x), unless stated 
otherwise. 
 
A)  Loading of the resin: For Wang resin, 1 g (0.07 mmol/g factory loading) was placed in a sintered 
glass peptide synthesis vessel. 2 equivalents of the first amino acid, 2 equivalents of 2,6-
dichlorobenzoylchloride and 4 equivalents of pyridine were added to the resin. The suspension was 
agitated in a shaker for 16 h. The resin was washed. For PHB resin a different protocol was used: 5 
equivalents of the first amino acid, 5 equivalents of MSNT and 3.75 equivalents of methyl imidazole 
were added to the resin. The suspension was agitated in a shaker for 16 h. The resin was washed. For 2-
chlorotrityl resin: 2 equivalents of the first amino acid, 5 equivalents of DIPEA. The suspension was 
agitated in a shaker for 16 h. The resin was washed. Note that some resins were commercially bought 
with the first amino acid (leucine) already on the resin. 
 
All loading were quantified by UV quantization of Fmoc release: An aliquot (10 mg) of resin was dried 
under vacuum; a piperidine (5 mL) and DMF (5 mL) solution was added and the suspension was 
agitated in a shaker for 30 min; a portion of the solution (0.5 mL) was diluted in DCM (4.5 mL) and 
was read with a UV spectrometer. 
Loading of the resin (mmol/g): (Absorbance 301 nm x 10
3
 x 20) / (7800 x weight of the aliquot (in mg)) 
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The loadings obtained for each resins are mentioned. 
 
B) For Wang and PHB resins: after the initial loading, the remaining free sites were protected using 
equal amounts of benzoyl chloride and pyridine. The solution was agitated in a shaker for 3h. For 2-
chlorotrityl resin: after the initial loading, the remaining free sites were protected using a methanol 
solution (MeOH 2.5 mL, DIPEA 2,5 mL and DCM 5 mL). The solution was agitated in a shaker for 3h. 
 
C) For all Fmoc deprotections the resin was treated with 50% piperidine in DMF and the suspension 
was agitated in a shaker for 30 min. All four couplings were performed using 6 equivalents of protected 
amino acid and HATU 6 equivalent with 12 equivalents of NMM in a minimum volume of DMF and 
the suspension was agitated in a shaker. Note the other coupling procedure were used and are 
mentioned in the experimental section. All couplings procedures were stopped after 16h or after the 
Kaiser‟s test result was negative. The amount of modified amino acid used in coupling for each peptide 
is mentioned.  
 
D) All the final peptides were cleaved from their resin in a glass vial and the suspension was stirred for 
1h30 min with a magnetic stirrer. All cleavage solution were done with 95% TFA, 2.5% H2O, 2.5% 
TIPS. For peptide containing a thioether linkage the cleavage solution was adjusted by adding 
thioanisole and/or EDT. For each grams resin, 3 mL of cleavage solution were used. After cleavage, the 
mixtures were filtered on cotton and dropped in a large amount of water (20 mL). The remaining 
solvents were concentrated under vacuum and the aqueous solution was frozen and lyophilized.  
 
E) Purification and purity requirements: All crude peptides were purified using preparative reverse-
phase HPLC, detecting at 280 nm, with a VYDAC 218TP C18 column and using ACN gradient in a 0.1 
% TFA aq solution (from 1:9 to 2:3), with a flow rate of 5 mL/min over 1 h. The purity of all fractions 
was analyzed using an agilent 1100 series analytical HPLC, detecting at 214, 254 and 275 nm, with a 
Agilent 5 µm 3.0 x 50 mm C-18 column using ACN gradient in a 0.1% TFA aq solution (from 0:1 to 
1:0) over 40 min, with a flow rate of 1 ml/min. The fractions witch purities were 95% or higher were 
combined, frozen and lyophilized. 
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Methyl substituted alkene analog (A1) 
 
1.00 g of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. Boc protected amino acid 
B9 (250 mg, 0.640 mmol) was used in the fourth coupling. The title peptide was obtained as a white 
solid (85.9 mg, 62%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.26-7.14 (m, 5H), 7.00 (d, 2H, J = 8.5 
Hz), 6.73 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.51 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 4.68-4.63 (m, 2H), 4.44-4.36 (m, 1H), 3.85-3.67 
(m, 4H),3.16 (dd, 1H, J = 5.0 and 14.0 Hz), 3.05-2.83 (m, 3H), 1.71-1.60 (m, 6H), 0.91 (dd, 6H, J = 6.0 
and 12.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.2, 172.2, 172.0, 169.7, 156.4, 136.7, 133.9, 
129.9, 128.9, 127.9, 126.3, 126.0, 124.1, 115.2, 59.8, 54.1, 50.7, 40.1, 37.5, 36.6, 34.0, 24.4, 21.9, 20.4, 
11.0. IR (NaCl)  (cm-1) 3632-2516 (br), 3279, 2954, 1665, 1517. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 
551.7 (MH
+
, 100). []D
20
 +9.63 (c = 0.60, MeOH). 
 
Ester analog (2)
177
  
 
750 mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g were used. Boc-Tyr-Glc-OH (296 
mg, 0.750 mmol) was used in the fourth coupling. The title peptide was obtained as a white solid (46.3 
mg, 44%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.40 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.97 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 
7.24-7.14 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.76-4.64 (m, 2H), 4.41-4.31 (m, 
2H), 3.97-3.67 (m, 3H), 3.10-3.02 (m, 2H), 2.90-2.82 (m, 1H), 1.67-1.59 (m, 3H), 0.91 (dd, 6H, J = 6.0 
and 12.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.3, 172.1, 169.3, 168.3, 167.8, 157.0, 136.8, 
130.2, 128.9, 128.0, 126.3, 115.5, 115.4, 63.1, 61.2, 54.2, 53.9, 50.7, 41.4, 40.1, 37.5, 24.5, 24.5, 21.9, 
20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3600-2550, 3290, 2963, 1645, 1513. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 556.9 
(MH
+
, 100). []D
20
 -1.88 (c = 0.55, MeOH). 
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Ester analog (3) 
177 
 
320 mg of resin with a loading of 0.5mmol/g were used. Boc-Tyr-Gly-Glc-OH (676 mg, 1.28 mmol) 
was used in the third coupling. The title peptide was obtained as a white solid (58.4 mg, 66%). 1H 
NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.26-7.16 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.76 (d, 2H, J = 8.5 
Hz), 4.72 (dd, 1H, J = 5.0 and 9.5 Hz), 4.63 (d, 1H, J = 15.0 Hz), 4.42 (br, 2H), 3.20-3.11 (m, 2H), 
2.98-2.90 (m, 2H), 1.65-1.59 (m, 3H), 0.90 (dd, 6H, J = 6.0 and 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 174.3, 172.1, 169.5, 168.3, 167.8, 156.9, 136.7, 130.2, 129.0, 127.9, 126.4, 124.4, 
115.4, 62.0, 54.5, 53.9, 50.8, 40.9, 40.1, 37.5, 36.4, 24.5, 21.9, 20.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3748-2741, 
3423, 2965, 1653, 1457. MALDI-TOF (m/e, rel intensity)  556.7 (MH
+
, 100). []D
20
 +14.9 (c = 0.94, 
MeOH). 
 
Ester analog (4)
177
 
 
1.00 g of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. Fmoc-Gly-Pla-OH (445 mg, 
1.00 mmol) was used in the second coupling. A white solid was obtained (60.5 mg, 43%). 1H NMR 
(300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.26-7.18 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.74 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.25 
(dd, 1H, J = 4.0 and 8.0 Hz), 4.47-4.38 (m, 1H), 4.02-3.77 (m, 5H), 3.17-3.07 (m, 3H), 2.94 (dd, 1H, J 
= 8.0 and 13.0 Hz), 1.61-1.56 (m, 3H), 0.86 (dd, 6H, J = 6.0 and 11.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 174.2, 170.3, 170.0, 168.9, 168.7, 156.8, 135.9, 130.1, 129.3, 128.0, 126.5, 124.6, 
115.4, 74.6, 54.6, 50.3, 41.5, 40.4, 39.9, 37.2, 36.2, 24.3, 22.0, 20.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3695-2518, 
3259, 2954, 1668, 1513. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 556.9 (MH
+
, 100). []D
20
 +9.7 (c = 0.99, 
MeOH). 
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Ester analog (5)
177 
 
1.00 g of Tenta Gel R PHB resin with a loading of 0.100 mmol/g was used. Fmoc-Phe-Hica-OH (251 
mg, 0.500 mmol) was used in the initial coupling. The title peptide was obtained as a white solid (51.0 
mg, 91%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.29-7.16 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.75 (d, 
2H, J = 8.5 Hz), 5.03-4.97 (m, 1H), 4.74-4.69 (m, 1H), 4.02-3.73 (m, 5H), 3.11 (dd, 1H, J = 6.5 and 
14.0 Hz), 3.00-2.88 (m, 2H), 1.82-1.63 (m, 3H), 0.92 (dd, 6H, J = 6.0 and 9.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 171.2, 169.9, 169.1, 156.8, 140.0, 136.9, 130.1, 128.8, 128.1, 126.4, 124.6, 115.4, 
71.8, 54.7, 53.6, 41.9, 41.5, 39.5, 36.6, 36.3, 24.4, 22.0, 20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3713-2418, 3281, 
2954, 1663, 1513. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 557.3 (MH
+
, 100). []D
20
 +12.6 (c = 1.03, MeOH). 
 
N-Methyl amide analog (6)
177
 
 
750 mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. Sarcosine (233 mg, 0.750 
mmol) was used in the fourth coupling. The title peptide was obtained as a white solid (47.8 mg, 45%). 
1H NMR (300 MHz, D2O) δ (ppm) 7.31-7.20 (m, 5H), 7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.84 (d, 2H, J = 8.5 
Hz), 4.71-4.62 (m, 1H), 4.61-4.51 (m, 1H), 4.31-4.21 (m, 1H), 3.91-3.82 (m, 4H), 3.09-3.07 (m, 4H), 
2.83 (s, 3H), 1.56-1.54 (m, 3H), 0.84 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 0.79 (d, 3H, J = 6.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
D2O) δ (ppm) 176.3, 172.8, 170.7, 170.5, 155.3, 136.2, 131.1, 129.2, 128.8, 127.2, 125.1, 115.8, 54.7, 
51.8, 51.6, 42.2, 41.8, 39.5, 37.2, 36.5, 35.3, 24.3, 22.2, 20,6. IR (NaCl) ν (cm-1) 3750-2850 (br), 1653, 
1210, 1143. LRMS (m/e, rel intensity) 570 (MH
+
, 100), 304 (20), 282 (32), 214 (59). HRMS : 
calculated for C29H39N5O7: 570.2928, found: 570.2928. [α]
20
D +16.4 (c = 0.97, MeOH). 
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N-Methyl amide analog (7)
177 
 
750 mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. Sarcosine (233 mg, 0.750 
mmol) was used in the third coupling. The title peptide was obtained as a white solid (55.3 mg, 52%). 
1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 8.50-8.40 (m, 1H), 8.27-8.17 (m, 1H), 8.00-7.91 (m, 1H), 7.26-
7.17 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.75 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.82-4.71 (m, 1H), 4.43-4.40 (m, 1H), 
4.23-3.57 (m, 5H), 3.20-3.12 (m, 2H), 2.97-2.74 (m, 2H), 2.86 (s, 3H), 1.69-1.62 (m, 3H), 0.93 (d, 3H, 
J = 6.0 Hz), 0.89 (d, 3H, J = 6.0 Hz) 13C NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) 174.3, 172.1, 169.5, 168.9, 
168.8, 156.9, 137.0, 130.1, 129.0, 128.0, 126.3, 124.6, 115.4, 54.3, 50.7, 40.1, 37.8, 37.5, 36.2, 34.5, 
33.9, 24.5, 22.0, 20.4 IR (NaCl) ν (cm-1) 3575-2665 (br), 1660, 1461, 1203, 1140. LRMS (m/e, rel 
intensity) 570 (MH
+
, 100), 304 (43), 282 (45), 214 (83). HRMS : calculated for C29H39N5O7: 570.2928, 
found: 570.2929. [α]20D +3.0 (c = 1.82, MeOH). 
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N-Methyl amide analog (8)
177 
 
600 mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. Fmoc-(NMe)Phe-OH (250 
mg, 0.600 mmol) was used in the second coupling. The title peptide was obtained as a white solid (32.6 
mg, 38%). 1H NMR (300 MHz, D2O) δ (ppm) 7.33-7.21 (m, 5H), 7.12 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.83 (d, 2H, 
J = 8.5 Hz), 5.22-5.17 (m, 1H), 4.47-4.28 (m, 1H), 4.19-4.15 (m, 1H), 4.01-3.79 (m, 4H), 3.30-3.02 (m, 
4H), 2.88 (s, 3H), 1.63-1.58 (m, 3H), 0.85 (d, 3H, J = 6.5 Hz) 0.81 (d, 3H, J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 
MHz, D2O) δ (ppm) 176.2, 172.1, 170.8, 170.5, 155.2, 136.8, 130.8, 129.2, 129.0, 128.7, 126.9, 125.4, 
115.8, 59.6, 54.5, 51.4, 42.1, 41.1, 39.0, 35.9, 33.4, 24.4, 22.2, 20.3. IR (NaCl) ν (cm-1) 3610-2530 
(br), 1669, 1203, 1139. LRMS (m/e, rel intensity) 570 (MH
+
, 34), 301 (39), 158 (61), 141 (100). 
HRMS : calculated for C29H39N5O7: 570.2928, found: 570.2933. [α]
20
D -2.0 (c = 1.3, MeOH).  
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N-Methyl amide analog (9)
177 
 
LiOH (26.0 mg, 0.612 mmol) dissolved in H2O (4 mL) was added to protected peptide 32 (113 mg, 
0.153 mmol) dissolved in THF (4 mL). The mixture was stirred for 4 h at rt. The solvents were 
evaporated under reduced pressure. This crude solid was immediately dissolved in DCM (5 ml), TFA (2 
mL) and TIPS (0.5 mL). The reaction was stirred at rt for 2h and was concentrated under vacuum. The 
crude peptide was purified using preparative RP-HPLC with a C18 column and using ACN gradient in 
a 0.1% TFA aq solution (from 1:9 to 2:3). The purity of all fractions was analyzed using an analytical 
HPLC, detecting at 214 nm, with a C-18 column. All pure fractions were combined, frozen and 
lyophilized. The title compound was obtained as a white solid (18.1 mg, 21%). 1H NMR (300 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 7.32-7.17 (m, 5H), 7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.80 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.20-5.04 (m, 
1H), 4.14-3.73 (m, 6H), 3.50-3.41 (m, 1H), 3.29-3.11 (m, 2H), 3.04-2.92 (m, 2H), 2.98 (s, 3H), 1.79-
1.68 (m, 2H), 1.54-1.40 (m, 1H), 0.90 (dd, 1H, J =6.5 and 11.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  
(ppm) 172.9, 169.9, 169.6, 169.4, 156.9, 136.5, 130.1, 129.0, 128.2, 126.5, 124.5, 115.5, 55.1, 54.8, 
51.1, 42.5, 41.6, 37.0, 36.8, 36.3, 30.7, 24.5, 22.2, 20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3573-2502 (br), 3286, 
3072, 2956, 1671, 1518, 1201, 1134. LRMS (m/e, rel intensity) 570 (M
+
, 100), 552 (14). HRMS : 
calculated for C29H39N5O7: 570.2928, found: 570.2934. []D
20
 -5.92 (c = 0.49, MeOH). 
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N-Methyl amide D-Leucine analog (10)  
 
750 mg of 2-chloro chlorotrityl resin with a commercial loading of 1.6 mmol/g was used. The initial 
loading with commercial Fmoc-NMe-D-Leu-OH (440 mg, 1.20 mmol) was perfomed using DIPEA 
(0.850 mL, 6.00 mmol) in DCM (5 mL) and DMF (1 mL) the reaction was done at rt for 3 days. The 
loading obtained was estimated at 0.211 mmol/g. The title peptide was obtained as a white solid (136 
mg, 100%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.26-7.17 (m, 5H), 7.10 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.76 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.25-5.20 (m, 1H), 5.02 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 4.09 (t, 1H, J = 6.0 Hz), 3.98-3.72 (m, 
4H), 3.15-2.91 (m, 4H), 2.88 (s, 3H), 1.55 (dd, 2H, J = 7.0 and 9.0 Hz), 0.94-0.91 (m, 1H), 0.79 (dd, 
6H, J = 6.5 and 11.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 172.8, 170.1, 169.7, 169.3, 136.3, 
130.1, 129.1, 128.2, 126.6, 124.5, 115.5, 54.7, 50.5, 42.6, 41.7, 38.1, 36.9, 36.2, 30.7, 24.2, 22.1, 20.4. 
IR (NaCl)  (cm-1) 3745-2733, 3533, 2957, 1651, 1543, 1391. HRMS : calculated for C29H39O7N5: 
570.2922, found: 570.2939. []D
20
 +37.8 (c = 1.09, MeOH). 
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N-Methyl amide D-Leucine analog (11)  
 
750 mg of 2-chloro chlorotrityl resin with a commercial loading of 1.6 mmol/g was used. The initial 
loading with commercial Fmoc-NMe-D-Leu-OH (440 mg, 1.20 mmol) was perfomed using DIPEA 
(0.850 mL, 6.00 mmol) in DCM (5 mL) and DMF (1 mL) the reaction was done at rt for 3 days. The 
loading obtained was estimated at 0.211 mmol/g. The title peptide was obtained as a white solid (180 
mg, 100%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.26-7.20 (m, 5H), 7.11 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.77 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.27-5.21 (m, 1H), 5.07-5.00 (m, 1H), 4.20-4.07 (m, 2H), 3.84-3.73 (m, 2H), 3.15-
2.95 (m, 4H), 2.90 (s, 3H), 1.55-1.49 (m, 2H), 1.30-1.26 (m, 3H), 0.94-0.92 (m, 1H), 0.77 (dd, 6H, J = 
6.5 and 13.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.8, 172.9, 172.8, 169.3, 156.9, 136.2, 
130.1, 129.1, 128.2, 126.6, 124.5, 115.4, 54.7, 50.3, 41.8, 38.0, 36.8, 36.3, 30.8, 24.1, 22.1 20.4, 15.3. 
IR (NaCl)  (cm-1) 3745-2767, 3537, 2953, 1651, 1540, 1395. HRMS : calculated for C30H41O7N5: 
584.3079, found: 584.3079. []D
20
 +35.0 (c = 1.66, MeOH). 
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Alcohol (12)
177
 
 
L-Phenylalanine (15.0 g, 90.9 mmol) was dissolved in sulfuric acid (200 mL, 2 M) and sodium bromide 
(22.7 g, 220 mmol) was added. The mixture was stirred at -10 
o
C and sodium nitrite (15.2 g, 220 mmol) 
was then added slowly. The reaction was allowed to reach rt and was stirred for 3h. The crude mixture 
was extracted with ethyl ether (3 x 75 mL). The organic phases were pooled, concentrated under 
vacuum and purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (3:7). The 
bromide (17.0 g, 74.0 mmol) obtained was immediately dissolved in water (100 mL) and sodium 
carbonate (8.65 g, 82.0 mmol) was added slowly. The reaction was refluxed for 4h. The resulting 
mixture was washed with ethyl ether. The aqueous phase was acidified using HCl 1N until pH = 2 and 
was extracted with ethyl ether (3 x 50 mL). The combined organic phases were dried (MgSO4). The 
crude product was crystallised using ethyl ether and hexanes. A white solid was obtained (6.23 g, 41%).  
The 
1
H and 
13
C NMR spectra were identical to those reported in the literature.
255 
1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.36-7.24 (m, 5H), 4.53 (dd, 1H, J = 4.5 and 7.0 Hz), 3.21 (dd, 
1H, J = 4.5 and 14.0 Hz), 3.00 (dd, 1H, J = 7.0 and 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 
177.2, 138.5, 129.5, 128.6, 127.2, 70.9, 40.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3450-2395, 3368, 2927, 1731, 1090. 
LRMS (m/e, rel intensity) 184 (MH4
+
, 23), 149 (9), 108 (26), 91 (100). HRMS : calculated for 
C9H14N1O3: 184.0974, found: 184.0974. []D
20
 -33.8 (c = 0.98, CHCl3) litt
255
: []D
21
 -26.9 (c = 1.00, 
acetone). 
 
 215 
Alcohol (13)
177 
 
L-leucine (18.1 g, 138 mmol) was dissolved in a sulfuric acid solution (1 N, 324 mL, 324 mmol) and 
the temperature was lowered to -5 °C. Sodium nitrite (70.7 g, 1.02 mol) was dissolved in water (300 
mL) and was added dropwise to the mixture. The reaction was stirred at rt for 65h. Brine (300 mL) was 
added and the crude mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 250 mL). The organic phases were 
combined and dried (MgSO4). The title compound was obtained as a white solid (14.6 g, 80%). 
The 
1
H and 
13
C NMR spectra were identical to those reported in the literature.
256
 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 7.70 – 6.10 (br, 2H), 4.28 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 2.00 - 1.70 (m, 
1H), 1.62 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 0.96 (d, 6H, J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) : 180.4, 
68.9, 43.1, 24.4, 23.2, 21.4. IR (NaCl)  (cm-1) : 3421, 2953, 2623, 1711, 1267. LRMS (m/e, rel 
intensity) : 150 (MNH4
+
, 100), 99 (6), 85 (10). HRMS : calculated for C6H16NO3 : 150.1130, found: 
150.1127. []D
20
 +6.0 (c = 0.15, CHCl3) litt
256
: []D
20
 +5.5 (c = 1.00, CHCl3). 
 
 216 
Benzyl ester (14) and general protocol for benzyl protection
177 
 
Alcohol 12 (5.90 g, 35.5 mmol), benzyl bromide (4.64 mL, 39.1 mmol) and triethylamine (4.31 g, 42.6 
mmol) were dissolved in acetone (50 mL). The reaction was refluxed for 16h. The crude mixture was 
filtered and concentrated under vacuum. The crude solid was dissolved in ethyl acetate (100 mL) and 
washed with water (3 x 50 mL). The aqueous phases were combined and were extracted with ethyl 
acetate (3 x 50 mL). All the organic phases were combined and dried (MgSO4). The crude mixture was 
purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (3:17). The title compound 
was obtained as colorless oil (8.60 g, 95%). 
The 
1
H and 
13
C NMR spectra were identical to those reported in the literature.
257
 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.39-7.13 (m, 10H), 5.18 (s, 2H), 4.50 (dd, 1H, J = 4.5 and 6.5 
Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 4.5 and 14.0 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 6.5 and 14.0 Hz), 2.71 (d, 1H, J = 6.5 Hz). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 174.1, 136.2, 135.1, 129.6, 129.5, 128.7, 128.7, 128.4, 126.9, 
71.3, 67.4, 40.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3486, 3027, 2950, 1740, 1454. LRMS (m/e, rel intensity) 274 
(MH4
+
, 100), 228 (8), 108 (17). HRMS : calculated for C16H20N1O3: 274.1443, found: 274.1447. []D
20
 
-45.0 (c = 3.55, CHCl3) litt
257
: []D
28
 -51.8 (c = 1.00, CHCl3).  
 
 217 
Benzyl ester (15)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for benzyl protection alcohol 13 (104 mg, 
0.780 mmol) with benzyl bromide (0.100 mL, 0.840 mmol). The crude mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using acetic acid, ethyl acetate and hexanes (1:10:90). The title compound 
was obtained as light yellow oil (143 mg, 83%). 
The 
1
H and 
13
C NMR spectra were identical to those reported in the literature.
258
 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) : 7.46 - 7.30 (m, 5H), 5.21 (s, 2H), 4.26 (dd, 1H, J = 6.0 Hz and J 
= 7.0 Hz), 2.95 – 2.45 (br, 1H),  2.00 – 1.70 (m, 1H), 1.65 – 1.45 (m, 2H), 0.94 (dd, 6H, J = 3.0 Hz and 
J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) : 175.8, 135.2, 128.7, 128.6, 128.3, 69.2, 67.3, 43.4, 
24.4, 23.2, 21.5. IR (NaCl)  (cm-1) : 3498, 3032, 2958, 1730. LRMS (m/e, rel intensity): 223 (MH+, 
39), 181 (13), 131 (11), 91 (100). HRMS : calculated for C13H19NO3 : 223.1334, found : 223.1328. 
[]D
20
 -14.6 (c = 0.21, CHCl3) litt
258
: []D
23
 -15.5 (c = 1.02, CHCl3). 
 
 218 
Ester (Tyr-Gly analog) (16)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for esterification coupling (see 17) Boc-
Tyr(tBu)-OH (2.50 g, 7.40 mmol) with benzyl glycolate (1.11 g, 6.70 mmol). The crude mixture was 
purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:4). The title compound was 
obtained as colorless oil (3.42 g, 100%). 1H NMR  (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.37-7.33 (m, 5H), 7.07 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.20 (s, 2H), 4.90-4.58 (m, 4H), 3.18 (dd, 1H, J = 5.5 and 
14.0 Hz), 2.96 (dd, 1H, J = 7.0 and 14.0 Hz), 1.39 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR  (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 171.6, 167.2, 155.1, 154.4, 134.9, 129.9, 128.7, 128.6, 128.5, 124.2, 80.0, 67.2, 61.2, 54.1, 37.4, 
28.8, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3372, 2981, 1754, 1718, 1495, 1154. LRMS (m/e, rel intensity) 503 
(MH4
+
, 13), 447 (83), 386 (100), 107 (29). HRMS : calculated for C27H39N2O7: 503.2757, found: 
503.2767. []D
20
 +4.0 (c = 1.76, CHCl3). 
 
Ester (Gly-Gly analog) (17) (general protocol for esterification)
177 
 
Boc-Gly-OH (4.60 g, 26.2 mmol), benzyl glycolate (3.69 g, 22.2 mmol) and DMAP (271 mg, 2.20 
mmol) were dissolved in DCM (75 mL). DIC (4.12 mL, 26.2 mmol) was added dropwise at 0 
o
C. The 
reaction was allowed to warm up to rt and was stirred for 16h. The reaction was filtered on Celite and 
adsorbed on silica gel. The mixture was purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc 
and hexanes (3:7). The title compound was obtained as a white solid (6.58 g, 91%).1H NMR (300 
MHz, CDCl3)  (ppm) 7.38-7.34 (m, 5H), 5.19 (s, 2H), 5.01 (br, 1H), 4.72 (s, 2H), 4.04 (d, 2H, J = 5.5 
Hz), 1.45 (s, 9H). 13C NMR  (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 170.0, 167.3, 155.7, 134.9, 128.6, 128.5, 
128.3, 79.9, 67.2, 61.0, 42.1, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3380, 2965, 1701, 1219. LRMS (m/e, rel 
intensity) 341 (MH4
+
, 22), 285 (100), 223 (72), 91 (15). HRMS : calculated for C16H25N2O6: 341.1712, 
found: 341.1718. 
 
 219 
Ester (Gly-Phe analog) (18)
177
 
 
The title product was obtained using our general protocol for esterification (see 17) coupling Boc-Gly-
OH (3.30 g, 18.9 mmol) with benzyl ester 14 (4.40 g, 17.2 mmol). The crude mixture was purified by 
flash chromatography on silica gel using ethyl ether and hexanes (2:3). The title compound was 
obtained as colorless oil (7.61 g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.36-7.14 (m, 10H), 
5.30 (dd, 1H, J = 5.0 and 8.0 Hz), 5.14 (s, 2H), 4.92 (br, 1H), 3.98-3.95 (m, 2H), 3.18 (dd, 1H, J = 5.0 
and 14.0 Hz), 3.11 (dd, 1H, J = 8.0 and 14.0 Hz), 1.44 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 
169.9, 169.0, 155.6, 135.3, 135.0, 129.4, 128.6, 128.5, 128.5, 128.3, 79.9, 73.5, 67.2, 42.2, 37.2, 28.3. 
IR (NaCl)  (cm-1) 3422, 2977, 1754, 1718, 1168. LRMS (m/e, rel intensity) 431 (MH4
+
, 24), 375 
(100), 314 (46), 274 (73). HRMS : calculated for C23H31N2O6: 431.2182, found: 431.2172. []D
20
 -17.1 
(c = 2.39, CHCl3).  
 
 220 
Ester (Phe-Leu analog) (19)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for esterification coupling (see 17) Boc-Phe-
OH (2.00 g, 7.70 mmol) with benzyl ester 15 (1.55 g, 7.00 mmol). The crude mixture was purified by 
flash chromatography on silica gel using ethyl acetate and hexanes (1:9). The title compound was 
obtained as colorless oil (3.31 g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.40-7.18 (m, 10H), 
5.19 (s, 2H), 5.13 (dd, 1H, J = 4.0 and 9.0 Hz), 4.86 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 4.61 (dd, 1H, J = 7.5 and 14.0 
Hz), 3.22 (dd, 1H, J = 5.5 and 14.0 Hz), 2.93 (dd, 1H, J = 7.5 and 14.0 Hz), 1.83-1.60 (m, 3H), 1.38 (s, 
9H), 0.90 (t, 6H, J = 6.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 171.8, 170.2, 155.1, 136.1, 135.2, 
129.5, 128.6, 128.5, 128.4, 128.3, 126.9, 79.9, 71.8, 67.1, 54.1, 39.7, 37.9, 28.3, 24.5, 23.0, 21.6. IR 
(NaCl)  (cm-1) 3386, 2959, 1754, 1718, 1500, 1172. LRMS (m/e, rel intensity) 487 (MH4
+
, 6), 431 
(52), 370 (100), 282 (33). HRMS : calculated for C27H39N2O6: 487.2808, found: 487.2819. []D
20
 -12.2 
(c = 2.54, CHCl3). 
 
Acid (Tyr-Gly analog) (20)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for benzyl ester hydrogenolysis (see 26) on 
ester 16 (1.70 g, 3.50 mmol). A colorless oil was obtained (1.20 g, 87%). 1H NMR  (300 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.79-4.60 (m, 3H), 3.17 (dd, 1H, J = 5.5 et 
14.0 Hz), 3.00 (dd, 1H, J = 7.5 and 14.0 Hz), 1.39 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 176.6, 176.1, 171.1, 155.4, 154.1, 130.8, 129.8, 124.2, 80.4, 78.7, 60.9, 54.3, 37.3, 28.8. IR 
(NaCl)  (cm-1) 3609-2359, 3327, 2977, 1718, 1513, 1159. LRMS (m/e, rel intensity) 413 (MH4
+
, 12), 
357 (100), 296 (63), 240 (51). HRMS : calculated for C20H33N2O7: 413.2288, found: 413.2278. []D
20
 
+17.7 (c = 1.25, CHCl3). 
 221 
Acid (Gly-Phe analog) (21)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for benzyl ester hydrogenolysis (see 26) on 
ester 18 (5.00 g, 12.1 mmol). A white solid was obtained (4.55 g, 94%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  
(ppm) 8.52 (br, 1H), 7.33-7.21 (m, 5H), 5.31 (br, 1H), 5.01 (br, 1H), 3.95 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 3.84 (br, 
1H), 3.25 (dd, 1H, J = 4.0 and 14.0 Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 8.5 and 14.0 Hz), 1.43 (s, 9H). 13C NMR (75 
MHz, CDCl3)  (ppm) 173.1, 169.9, 155.9, 135.6, 129.3, 128.6, 127.1, 80.4, 73.4, 42.1, 37.1, 28.3.IR 
(NaCl)  (cm-1) 3563-2386, 3422, 2981, 1722, 1163. LRMS (m/e, rel intensity) 341 (MH4
+
, 11), 285 
(31), 184 (54), 137 (100). HRMS : calculated for C16H25N2O6 : 341.1712, found : 341.1718. []D
20
 
+15.6 (c = 2.32, CHCl3). 
 
Acid (Phe-Leu analog) (22)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for benzyl ester hydrogenolysis (see 26) on 
ester 19 (3.00 g, 6.39 mmol). A white solid was obtained (2.41 g, 99%). 1H NMR  (300 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 7.32-7.20 (m, 5H), 5.17-5.13 (m, 1H), 4.92 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 4.61 (q, 1H, J = 7.0 Hz), 3.25 
(dd, 1H, J = 5.5 and 14.0 Hz), 3.03 (dd, 1H, J = 7.0 and 14.0 Hz), 1.86-1.66 (m, 3H), 1.39 (s, 9H), 0.93 
(t, 6H, J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 175.3, 175.0, 171.7, 155.3, 135.9, 129.5, 
128.5, 126.9, 80.2, 71.4, 56.0, 54.1, 39.6, 38.4, 37.8, 28.2, 24.5, 23.0, 21.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3554-
2290, 3322, 2963, 1727, 1168. LRMS (m/e, rel intensity) 397 (MH4
+
, 8), 341 (100), 280 (61), 120 (72). 
HRMS : calculated for C20H33N2O6: 397.2338, found: 397.2332. []D
20
 -9.5 (c = 1.04, CHCl3).  
 
 222 
Fmoc carbamate (Gly-Phe analog) (23) (general protocol for Fmoc protection)
177
  
 
Acid 21 (1.52 g, 3.80 mmol) was dissolved in DCM (8 mL) and TFA (2 mL). The solution was stirred 
for 1h at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum and dried under vacuum using 
toluene (3 x 50 mL). The crude salt obtained was dissolved water (8 mL) and sodium carbonate (1.30 g, 
15.2 mmol) was added. A solution of Fmoc-Cl (1.03 g, 3.99 mmol) in THF (5 mL) was added slowly to 
the aqueous mixture at 0 °C. The reaction was allowed to warm at rt and stirred for 16 h. The THF in 
the mixture was evaporated under vacuum. The resulting mixture was diluted in water (150 mL), 
acidified with 1N HCl to reach pH 2 and extracted using ethyl acetate (3 x 60 mL). The organic extract 
were combined, dried (MgSO4). The crude compound was purified by flash chromatography on silica 
gel eluting with ethyl acetate, hexanes and acetic acid (40:59:1) to yield the title compound as a white 
solid (2.00 g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.75 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.57 (d, 2H, J = 
7.5 Hz), 7.39 (d, 2, J = 7.5 Hz), 7.32-7.19 (m, 7H), 5.33 (dd, 1H, J = 4.0 and 8.5 Hz), 5.24 (t, 1H, J = 
5.0 Hz), 4.38 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 4.20 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 4.03 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 3.96 (br, 1H), 3.26 
(dd, 1H, J = 4.0 and 14.0 Hz), 3.13 (dd, 1H, J = 8.5 and 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 
177.7, 173.1, 169.8, 156.8, 143.8, 141.3, 135.6, 129.4, 128.7, 127.8, 127.3, 127.3, 125.2, 120.1, 73.5, 
67.5, 47.1, 42.6, 37.1. IR (NaCl)  (cm-1) 3577-2272, 3404, 3022, 2950, 1727, 1177. LRMS (m/e, rel 
intensity) 463 (MH4
+
, 38), 315 (28), 224 (93), 179 (100). HRMS : calculated for C26H27N2O6: 
463.1869, found: 463.1879. []D
20
 -6.99 (c = 2.75, CHCl3). 
 
 223 
Fmoc carbamate (Phe-Leu analog) (24)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for Fmoc protection on Acid 22 (2.14 g, 5.64 
mmol). The crude compound was purified by flash chromatography on silica gel eluting with ethyl 
acetate, hexanes and acetic acid (20:79:1) to yield the title compound as a white solid (2.13 g, 75%). 1H 
NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.75 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.52 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 7.39 (t, 2, J = 7.0 
Hz), 7.32-7.16 (m, 7H), 5.25 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 5.17-5.13 (m, 1H), 4.73 (dd, 1H, J = 7.0 and 13.5 Hz), 
4.40-4.27 (m, 3H), 4.18 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.30 (dd, 1H, J = 5.5 and 14.0 Hz), 3.07 (dd, 1H, J = 7.0 
and 14.0 Hz), 1.88-1.68 (m, 3H), 0.94 (t, 6H, J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 175.5, 
171.8, 156.0, 143.8, 143.7, 141.3, 135.8, 129.6, 128.6, 127.8, 127.2, 127.1, 120.0, 71.6, 67.3, 54.7, 
47.1, 39.6, 37.9, 24.6, 23.1, 21.6. IR (NaCl)  (cm-1) 3490-2950, 3322, 2959, 1722, 1181. LRMS (m/e, 
rel intensity) 502 (MH
+
, 7), 280 (100), 178 (89), 120 (52). HRMS : calculated for C30H32N1O6: 
502.2229, found: 502.2237. []D
20
 -11.8 (c = 1.26, CHCl3). 
 
 224 
Boc-Tyr(tBu)-OPfp
177 
 
Pentafluorophenol (1.50 g, 7.40 mmol) and HOBt (201 mg, 1.48 mmol) were added to solution of Boc-
Tyr(tBu)-OH (2.50 g, 7.40 mmol) in ethyl acetate (100 mL). DIC (1.20 mL, 8.14 mmol) was added 
dropwise and the mixture was stirred for 16 h at rt. The reaction was filtered. The resulting organic 
phase was washed with saturated aq NaHCO3 (100 mL) and H2O (2 x 100 mL). The combined organic 
phases were dried (MgSO4) and adsorbed on silica gel. The mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:9). The title compound was obtained as a 
white solid (2.84 g, 77%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.11 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.96 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 4.95-4.83 (m, 1H), 3.17 (qd, 2H, J = 17.5 and 5.5 Hz), 1.43 (s, 9H), 1.34 (s, 9H). 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3)  (ppm) 168.5, 154.9, 129.7, 124.4, 80.5, 78.5, 54.4, 37.2, 28.8, 28.2. IR (NaCl)  
(cm-1) 3365, 2984, 1787, 1709, 1514. LRMS (m/e, rel intensity) 521 (MNH4
+
, 7), 465 (81), 299 (43), 
192 (100). HRMS : calculated for C24H30F5N2O5: 521.2075, found: 521.2067. []D
20
 -8.9 (c = 1.88, 
CHCl3). 
 
 225 
Benzyl ester protected depsipeptide (25)
177 
 
Benzyl ester 17 (500 mg, 1.32 mmol) was dissolved in DCM (7 ml) and TFA (3 ml). The reaction was 
stirred for 1 h at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum and dried under vacuum 
using toluene (3 x 20 mL). The crude product was dissolved in water (5 mL) and THF (10 mL). 
Potassium carbonate (365 mg, 2.64 mmol) was added and the mixture was stirred at rt for 5 min. Boc-
Tyr(tBu)-OPfp (664 mg, 1.32 mmol) was dissolved in THF (20 mL) and added to the reaction. The 
mixture was stirred for 2 h at rt. The crude mixture was diluted with ethyl acetate (125 mL), washed 
with saturated aq NaHCO3 (75 mL) and water (75 mL). The organic phase was dried (MgSO4). The 
crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes 
(from 1:3 to 2:3). The title compound was obtained as a white solid (640 mg, 81%). 1H NMR (300 
MHz, CDCl3)  (ppm) 7.38-7.33 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.91 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.36 (br, 
1H), 5.19 (s, 2H), 4.89 (br, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.29 (br, 1H), 3.17 (qd, 2H, J = 19.0 and 5.0 Hz), 3.07-
2.98 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 171.8, 169.0, 167.1, 
154.2, 134.9, 131.4, 129.7, 128.6, 128.6, 128.4, 124.3, 80.2, 67.2, 55.6, 40.9, 37.7, 28.8, 28.2. IR 
(NaCl)  (cm-1) 3340, 2989, 1752, 1690, 1160. LRMS (m/e, rel intensity) 543 (MH+, 23), 502 (19), 
443 (100), 108 (18). HRMS : calculated for C29H39N2O8: 54302706, found: 54302700. []D
20
 +2.1 (c = 
1.69, CHCl3). 
 
 226 
Acid depsipeptide (26) (general protocol for benzyl ester hydrogenolysis)
177 
 
Palladium 10% on activated charcoal (19 mg, 0.0180 mmol) was placed in a round bottom flask and 
ethyl acetate was added slowly under an argon atmosphere. Hydrogen was bubbled in the solution for 
10 min. Benzyl ester 25 (100 mg, 0.18 mmol) was dissolved in ethyl acetate (5 mL) and then added to 
the palladium suspension. The reaction was stirred under a hydrogen atmosphere for 1.5 h at rt. The 
reaction was filtered on Celite and concentrated under vacuum. The title compound was obtained as a 
white solid (90.5 mg, 95 %). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 
2H, J = 8.5 Hz), 6.76 (br, 1H), 5.16 (s, 2H), 4.67 (s, 2H), 4.52 (br, 1H), 4.17-4.06 (m, 2H), 3.01-2.87 
(m, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.1, 169.9, 169.0, 156.0, 
154.1, 131.3, 129.7, 124.3, 80.9, 60.9, 40.9, 37.9, 28.8, 28.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3914-2731, 3402, 
2977, 1661, 1507. LRMS (m/e, rel intensity)  453 (MH
+
, 8), 409 (12), 294 (63), 277 (100). HRMS : 
calculated for C22H33N2O8: 453.2237, found: 453.2250. []D
20
 +2.9 (c = 0.80, CHCl3). 
 
 227 
Methyl ester (BocTyr(tBu)-Gly-OMe) (27) (general protocol for glycine coupling)
177 
 
H-Gly-OMe (1.11 g, 8.85 mmol) was dissolved in 1M NaHCO3 (50 mL) and extracted with DCM (3 x 
50 mL). The combined organic phases were dried (MgSO4) and concentrated under vacuum to a 
volume of 10mL. Boc-Tyr(tBu)-OH (2.00 g, 5.90 mmol) and HOBt (160 mg, 1.18 mmol) were 
dissolved DCM (60 mL) and added to the solution. DIC (1.10 mL, 7.08 mmol) was added dropwise and 
the reaction was stirred at rt for 16 h. The crude mixture was concentrated under vacuum and dissolved 
in ethyl ether (150 mL). The organic phase was washed with aqueous saturated NaHCO3 (2 x 100 mL), 
0.5N HCl (2 x 100 mL), water (100 mL) and was dried (MgSO4). The crude compound was purified by 
flash chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and hexanes (1:1) to yield the title 
compound as a white solid (2.92 g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.13 (d, 2H, J=8.5 
Hz), 6.95 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.06 (br, 1H), 4.39 (br, 1H), 4.75 (dd, 1H, J=5.5 and 18.5Hz), 4.95 (dd, 
1H, J=5.0, 18.5Hz), 3.76 (s, 3H), 3.15-2.90 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.36 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 172.7, 171.9, 155.2, 136.2, 129.6, 128.5, 128.4, 126.8, 79.7, 54.5, 52.1, 51.6, 38.9, 
37.1, 30.9, 30.3, 28.2, 24.6, 23.76, 21.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3323, 2982, 1759, 1662, 1509, 1169. 
LSMS (m/e, rel intensity) 408 (M
+
, 2), 235 (100), 190 (48). HRMS : calculated for C21H32N2O6: 
408.2260, found: 408.2252. []20D +2.83 (c = 2.40, CHCl3). 
 
 228 
Acid (BocTyr(tBu)-Gly-OH) (general methyl ester hydrolysis protocol)
177 
 
Methyl ester 27 (2.32 g, 5.90 mmol) was dissolved in THF (90 mL). LiOH (990 mg, 23.6 mmol) was 
dissolved in water (10 mL) and was added to the reaction witch was stirred for 16 h at rt. The resulting 
mixture was concentrated under vacuum, diluted in H2O (100 mL) and was washed with ethyl ether (3 x 
20 mL). The aqueous phase was acidified with 1N HCl to reach pH 4 and extracted with ethyl acetate (3 
x 50 mL). The organic extracts were combined, dried (MgSO4) and concentrated under vacuum to yield 
the title compound as a white solid (2.20 g, 98%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.13 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.34 (br, 1H), 4.59 (br, 1H), 4.18-4.05 (m, 1H), 3.91 (dd, 1H, J = 
4.0 and 18.5Hz), 3.02 (br, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.35 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.0, 
155.9, 154.0, 131.4, 129.7, 124.4, 80.7, 78.6, 55.5, 41.3, 38.2, 28.8, 28.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3375-
2592, 3285, 2928, 2928, 1672, 1642, 1525, 1215, 1159. LRMS (m/e, rel intensity) 394 (M
+
, 1), 221 
(100), 176 (95). HRMS : calculated for C20H30N2O6: 394.2112, found: 394.2104. []
20
D +2.27 (c = 
1.26, CHCl3). 
 
 229 
Methyl ester (BocTyr(tBu)-Gly-Gly-OMe) (28)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for glycine coupling (see 27) with previous 
acid (corresponding acid of 27) (2.10 g, 5.33 mmol). The crude mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using ethyl acetate and hexanes (9:1). The title compound was obtained as 
a white solid (2.54 g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.04-6.97 
(m, 2H), 6.94 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.26 (d, 1H, J = 7.0 Hz), 4.33 (q, 1H, J = 7.0 Hz), 4.04 (dt, 2H, J = 
6.0 and 17.0 Hz), 3.91 (dd, 2H, J = 6.0 and 17.0 Hz), 3.75 (s, 3H), 3.11 (dd, 1H, J = 6.5 and 14.0 Hz), 
2.96 (dd, 1H, J = 8.0 and 14.0 Hz), 1.40 (s, 9H), 1.34 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 
172.2, 170.1, 169.2, 155.8, 154.3, 131.2, 129.7, 124.3, 80.4, 78.5, 56.4, 52.3, 42.9, 41.0, 37.4, 29.7, 
28.8, 28.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3312, 2978, 2932, 1752, 1665, 1515, 1169. LRMS (m/e, rel intensity) 
466 (MH
+
, 40), 366 (96), 292 (100), 107 (80). HRMS : calculated for C23H36N3O7: 466.2553, found: 
466.2544. []D
20
 +5.01 (c = 1.84, CHCl3). 
 
Acid (BocTyr(tBu)-Gly-Gly-OH) (29)
177 
 
The title product was obtained using our general protocol for methyl ester hydrolysis (see 28) on with 
methyl ester 28 (2.38 g, 5.11 mmol). The crude mixture was purified by flash chromatography on silica 
gel using methanol, DCM and acetic acid (5:94:1). The title compound was obtained as a white solid 
(547 mg, 24%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.23 (br, 1H), 7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.02 (br, 
1H), 6.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.33 (br, 1H), 4.44 (br, 1H), 4.12-3.85 (m, 4H), 3.16-3.03 (m, 1H), 3.01-
2.91 (m, 1H), 1.41 (s, 9H), 1.36 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.9, 172.1, 170.3, 
156.1, 154.1, 131.5, 129.7, 124.3, 80.5, 78.5, 56.1, 42.7, 41.3, 37.6, 28.8, 28.2. IR (NaCl)  (cm-1) 
3678-2401, 3317, 2985, 2931, 1735, 1672, 1508. LRMS (m/e, rel intensity) 452 (MH
+
, 8), 352 (19), 
221 (37), 107 (100). HRMS : calculated for C22H34N3O7: 452.2397, found: 452.2386. []D
20
 +3.10 (c = 
2.26, CHCl3). 
 
 230 
Hydrochloride of N-methyl leucine methyl ester (30)
177 
 
SOCl2 (10.8 mL, 148 mmol) was very slowly added to MeOH  (100 mL) at a temperature of 0 
o
C prior 
to the addition of HCl·H-(NMe)-Leu-OH. The mixture was then stirred overnight in a sealed tube at 80 
o
C. The reaction was then allowed to reach room temperature, and the solvent was evaporated under 
reduced pressure. The resulting white solid and oily residue were dissolved in water, and the solution 
was basified using a saturated aqueous solution of NaHCO3 until a pH of 8 was reached. The mixture 
was then extracted with diethyl ether (4 x 100 mL). The organic phases were combined, washed with 
brine, dried using MgSO4 and filtered. Gaseous hydrogen chloride, prepared by addition of 
concentrated sulfuric acid to sodium chloride, was then bubbled for a period of 2 h in the diethyl ether 
solution. The ether was then evaporated in vacuo to yield title compound as a white solid (4.88 g, 95 
%). 1H NMR (300 MHz, DMSO d6)  (ppm) 4.01 (br, 1H), 3.83 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 2.55 (s, 3H), 2.50 
(s, 3H) 1.83-1.62 (m, 3H), 0.91 (d, 6H, J = 6.0 Hz). 1H NMR (300 MHz, D2O)  (ppm) 4.05-4.00 (m, 
1H), 3.80 (s, 3H), 2.70(s, 3H), 1.84-1.62 (m, 3H), 0.89 (d, 6H, J=6.0 Hz) 13C NMR (75 MHz, CD3OD) 
 (ppm) 171.0, 59.1, 38.3, 31.5, 24.6, 23.2, 21.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3651-2259 (br), 3392, 2958, 2885, 
1739, 1475, 1215. LRMS (m/e, rel intensity) 160 (MH
+
, 100), 100 (72). HRMS : calculated for 
C8H18N1O2: 160.1337, found: 160.1340. []
20
D +30.89 (c = 1.46, MeOH). 
 
 231 
Amide (BocPhe-NMe-Leu-OMe) (31)
177 
 
Boc-Phe-OH (2.36 g, 8.90 mmol) dissolved in DCM (130 mL) was added to a solution of HCl·methyl 
ester 30 (1.73 g, 8.90 mmol) in DiPEA (7.75 mL, 44.5 mmol). HATU (3.72 g, 9.79 mmol) was added to 
the resulting mixture, which was stirred overnight at rt. A saturated aqueous solution of NH4Cl (100 
mL) was added and the phases were separated. The aqueous phase was extracted with DCM (2 x 100 
mL). The organic phases, including the one coming from the first separation of the phases, were 
combined, dried using MgSO4, filtered and concentrated in vacuo. The oily residue was purified using 
flash chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and dichloromethane (0:1 to 1:9 to 1:4) to 
yield title compound as a beige resin (2.99 g, 83 %). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.38-7.20 
(m, 5H), 5.35 (dd, 1H, J = 6.0, 10.0 Hz), 4.96-4.83 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.17-3.07 (m, 1H), 2.98-2.89 
(m, 1H), 2.83 (s, 3H), 1.77-1.64 (m, 3H), 1.44 (s, 9H), 0.93 (dd, 1H, J = 6.5 and 9.0 Hz). 13C NMR (75 
MHz, CD3OD)  (ppm) 173.1, 172.3, 155.6, 136.6, 129.9, 128.8, 127.2, 80.1, 54.9, 52.5, 39.3, 37.6, 
31.4, 28.7, 25.1, 23.7, 21.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3343, 2958, 1739, 1708, 1645, 1495, 1175. HRMS : 
calculated for C22H34N2NaO5: 429.2360, found: 429.2370. []
20
D -16.27 (c = 3.33, CHCl3). 
 
 232 
Protected peptide (BocTyr(tBu)-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu-OMe) (32)
177 
 
Methyl ester 31 (130 mg, 0.660 mmol) was dissolved in DCM (7 mL) and TFA (3 mL). The reaction 
was stirred for 1 h at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum and dried under vacuum 
using toluene (3 x 20 mL). The crude product was dissolved in DIPEA (0.5 mL) and DCM (10 mL). 
The solution was stirred at rt for 10 min and acid 29 (297 mg, 0.660 mmol) and HATU (275 mg, 0.726 
mmol) were added. The reaction was stirred at rt for 16 h. The crude mixture was concentrated under 
vacuum and diluted in ethyl acetate (20 mL). The organic phase was washed with 0.5N HCl (2 x 10 
mL) and dried (MgSO4). The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel using 
methanol and DCM (5:95). The title compound was obtained as a white solid (126 mg, 26%). 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.98-7.15 (m, 6H), 7.12 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.93 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.48 
(d, 1H, J = 7.0 Hz), 5.26 (dd, 1H, J =5.5 and 10.0 Hz), 5.16 (dd, 1H, J =7.0 and 14.5 Hz), 4.42-4.31 (m, 
1H), 4.05 (dd, 1H, J =6.0 and 16.5Hz), 3.99-3.68 (m, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.19-3.07 (m, 2H), 3.03-2.91 
(m, 2H), 2.88 (s, 3H), 1.80-1.61 (m, 2H), 1.39 (s, 9H), 1.34 (s, 9H), 1.27-1.14 (m, 1H), 0.91 (dd, 1H, J 
= 6.5 and 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.4, 171.9, 171.8, 169.0, 167.9, 154.4, 
135.8, 131.2, 129.7, 129.6, 128.4, 126.9, 124.3, 80.6, 56.4, 54.8, 53.4, 52.2, 50.6, 43.2, 42.7, 38.8, 37.1, 
31.2 28.8, 28.3, 24.7, 23.1, 21.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3301, 2962, 1743, 1637, 1503, 1171. MS (m/e, rel 
intensity) 740 (MH
+
, 2), 521 (42), 364 (92), 294 (100). HRMS : calculated for C39H58N5O9: 740.4234, 
found: 740.4218. []D
20
 -10.0 (c = 1.11, CHCl3). 
 
 233 
Cyclohexylalanine analog (33) 
 
1.00 g of resin with a loading of 0.143 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(163 mg, 100%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.52 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.84 (d, 2H, J = 8.0 
Hz), 7.27-7.10 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J = 2.0 Hz), 6.76 (d, 2H, J = 2.0 Hz), 4.81-4.67 (m, 1H), 4.42-4.39 
(m, 1H), 4.05 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.5 Hz), 3.96-3.67 (m, 5H), 3.18-3.12 (m, 2H), 2.94 (dd, 2H, J = 9.5 
and 14.0 Hz), 1.79-1.58 (m, 9H), 1.32-1.14 (m, 2H), 1.01-0.83 (m, 1H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD) 
 (ppm) 174.3, 172.3, 170.0, 169.7, 169.6, 156.9, 136.9, 130.1, 129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.4, 54.7, 
54.2, 50.1, 42.5, 41.7, 38.6, 37.5, 36.2, 33.9, 33.3, 31.8, 25.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3600-3300 (br), 1655, 
1517, 1206, 803. HRMS : calculated for C31H41O7N5: 596.3079, found: 596.3091. []
20
D +17.3 (c = 
6.54, MeOH). 
 
Cycloleucine analog (34) 
 
500 mg of resin (1.5 mmol/gr factory loading) with an arbitrary loading of 1.5 mmol/g were used. The 
title peptide was obtained as a white solid (6.80 mg, 2%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.45 
(s, 2H), 7.82 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.30-7.28 (m, 5H), 7.14 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 6.81 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 
4.69-4.61 (m, 1H), 4.11 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 3.95-3.72 (m, 4H), 3.18-3.10 (m, 2H), 3.01-2.93 
(m, 2H), 2.20-2.02 (m, 2H), 1.98-1.79 (m, 2H), 1.74-1.57 (m, 4H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  
(ppm) 174.1, 173.5, 140.8, 134.1, 133.0, 131.9, 130.3, 128.4, 119.4, 58.7, 57.9, 52.1, 51.8, 51.5, 51.3, 
50.9, 50.7, 46.5, 45.8, 40.2, 40.1, 27.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3600-3300 (br), 1655, 1517, 1206, 803. 
HRMS : calculated for C28H35O7N5: 554.2609, found: 554.2607. []
20
D +24.8 (c = 2.55, MeOH). 
 
 234 
Homoleucine analog (35) 
 
1.00 g of resin with a loading of 0.669 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(115 mg, 30%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.50 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.90 (d, 2H, J = 8.0 
Hz), 7.29-7.12 (m, 5H), 7.11 (d, 2H, J = 3.0 Hz), 6.82 (d, 2H, J = 3.0 Hz), 4.76-4.71 (m, 1H), 4.36-4.30 
(m, 1H), 4.09 (dd, 2H, J = 6.5 and 8.5 Hz), 3.95-3.72 (m, 4H), 3.17-3.14 (m, 2H), 3.00 (dd, 2H, J = 9.0 
and 12.0 Hz), 1.89-1.83 (m, 1H), 1.75-1.70 (m, 1H), 1.59-1.52 (m, 1H), 1.31-1.23 (m, 2H), 0.93 (d, 6H, 
J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.8, 172.3, 170.0, 169.6, 156.9, 136.9, 130.1, 
129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.5, 54.7, 54.2, 52.6, 42.5, 41.7, 37.5, 36.2, 34.5, 29.1, 27.5, 21.5, 21.2. 
IR (NaCl)  (cm-1) 3600-3100 (br), 1660, 1518. HRMS : calculated for C29H39O7N5: 570.2922, found: 
570.2922. []20D +33.6 (c = 5.99, MeOH). 
 
Homocycloleucine analog (36)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.258 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(19.0 mg, 13%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.20 (s, 2H), 7.75 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.31-
7.15 (m, 5H), 7.12 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 6.81 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 4.80-4.75 (m, 1H), 4.05 (dd, 1H, J = 
6.0 and 8.5 Hz), 3.95-3.60 (m, 4H), 3.16-3.01 (m, 2H), 2.99-2.80 (m, 2H), 2.03-1.81 (m, 2H), 1.80-1.65 
(m, 2H), 1.60-1.23 (m, 6H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm)176.2, 171.7, 170.1, 169.5, 156.9, 
136.9, 130.1, 129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.5, 58.9, 54.7, 54.0, 42.6, 41.7, 37.6, 36.2, 31.8, 31.6, 24.9, 
20.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3200 (br), 1665, 1517, 1452. HRMS : calculated for C29H37O7N5: 
568.2766, found: 568.2762. []20D +8.55 (c = 6.49, MeOH). 
 
 235 
Azabeta-leucine analog (37)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.691 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(171 mg, 43%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.25-7.18 (m, 5H), 7.05 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 
6.75 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 4.55-4.40 (m, 1H), 4.05 (dd, 2H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 3.86-3.79 (m, 4H), 3.24-
3.08 (m, 2H), 3.07-2.96 (m, 3H), 2.48-2.39 (m, 3H), 1.40-1.25 (m, 1H), 0.96-0.76 (m, 6H). 13C NMR 
(75 MHz, CD3OD)  (ppm) 172.0, 170.1, 169.6, 156.9, 136.3, 130.1, 129.0, 128.2, 126.5, 124.5, 115.4, 
64.1, 58.1, 54.7, 53.4, 48.1, 47.7, 46.9, 42.3, 41.7, 37.4, 36.3, 2537, 19.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-
3100 (br), 1668, 1518, 1370, 996. HRMS : calculated for C28H38O7N6: 571.2875, found: 571.2877. 
[]20D +15.1 (c = 6.78, MeOH). 
 
Cyclopropyl alanine analog (38)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.651 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(100 mg, 28%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.28-7.16 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
6.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.70 (dd, 1H, J = 5.0 and 10.0 Hz), 4.40 (dd, 1H, J = 5.5 and 8.0 Hz), 4.04 (dd, 
2H, J = 6.5 and 8.5 Hz), 3.97-3.68 (m, 4H), 3.18-3.11 (m, 2H), 2.99-2.90 (m, 2H), 1.69-1.62 (m, 2H), 
0.85-0.70 (m, 1H), 0.46-0.41 (m, 2H), 0.13-0.05 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.6, 
172.1, 170.1, 169.6, 156.9, 136.9, 130.1, 128.0, 127.9, 126.3, 124.5, 115.4, 54.7, 54.3, 52.9, 47.3, 42.4, 
41.7, 37.5, 36.3, 7.1, 3.7, 3.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3100 (br), 1653, 1518. HRMS : calculated for 
C28H35O7N5: 554.2609, found: 554.2610. []
20
D +21.8 (c = 5.67, MeOH). 
 
 236 
Fmoc carbamate of 1-neopentylglycine 
 
The unnatural amino acid l-neopentylglycine (692 mg, 4.77 mmol) and NaHCO3(s) were dissolved in 
an aqueous solution of H2O/THF (7:13, 70 mL) at room temperature. Fmoc-Cl (1.85 g, 7.15 mmol) was 
added to the previous solution slowly under stirring at 0 °C. The reaction was allowed to reach rt and 
stirred for 5 h. The aqueous phase was acidified with 1N HCl to reach pH 2 after the addition of H2O 
(100 mL) and extracted with EtOAc (3 x 30 mL).. The organic phases were collected together, dried 
(MgSO4) and concentrated under vacuum. The title product was obtained as a white solid (1.06 g, 
60%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.76 (d, 2H, J=7.0 Hz), 7.58 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 7.43-7.26 
(m, 4H), 5.15 (br, 2H), 4.43 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 4.24 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 1.52-1.49 (m, 2H), 1.02 (s, 
9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 178.5, 155.9, 143.6, 141.3, 127.7, 127.1, 125.0, 120.0, 67.1, 
51.6, 47.2, 45.8, 30.8, 17.6. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3300 (br), 3069, 2958, 1720, 1447. HRMS : 
calculated for C22H25O4N: 367.1784, found: 367.1775. []
20
D -17.0 (c = 8.80, CHCl3).  
 
Neopentylglycine analog (39)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.656 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(143 mg, 42%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.60 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.80 (d, 2H, J = 8.0 
Hz), 7.33-7.26 (m, 5H), 7.12 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 6.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.72-4.59 (m, 1H), 4.40-4.35 
(m, 1H), 4.06 (dd, 2H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 3.97-3.67 (m, 4H), 3.20-3.07 (m, 2H), 2.99-2.85 (m, 2H), 
1.83 (dd, 1H, J = 3.0 and 14.5 Hz), 1.65 (dd, 1H, J = 9.0 and 14.5 Hz), 0.92 (s, 9H), 0.46-0.41 (m, 2H), 
0.13-0.05 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.6, 171.9, 170.0, 169.6, 156.9, 136.9, 
130.1, 128.9, 127.9, 126.3, 124.5, 115.4, 54.7, 54.2, 48.1, 47.6, 47.0, 46.7, 44.4, 42.5, 41.2, 37.4, 36.3, 
30.1, 28.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3100 (br), 1669, 1517, 1372. HRMS : calculated for C29H39O7N5: 
570.2922, found: 570.2935. []20D +15.3 (c = 5.30, MeOH). 
 237 
D-Isoleucine analog (40)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.665 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(31.9 mg, 9%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.30-7.26 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
6.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.22-4.18 (m, 1H), 4.15-4.01 (m, 1H), 3.99-3.92  (m, 5H), 3.20-3.03 (m, 2H), 
2.99-2.85 (m, 2H), 1.77-1.60 (m, 1H), 0.84-0.77 (m, 8H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 169.5, 
130.1, 129.0, 128.1, 126.4, 124.5, 115.5, 54.7, 54.3, 48.2, 48.0, 47.9, 47.7, 47.6, 47.5, 47.3, 47.1, 46.8, 
42.5, 37.9, 36.7, 36.2, 24.6, 14.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3100 (br), 1666, 1520, 1443. HRMS : 
calculated for C28H37O7N5: 556.2766, found: 556.2767. []
20
D +16.6 (c = 5.60, MeOH). 
 
D-Alloisoleucine analog (41)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.7 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(107 mg, 28%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.40-7.17 (m, 5H), 7.10 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 
6.77 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 4.87-4.72 (m, 1H), 4.40 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 4.10 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 
3.99-3.78 (m, 4H), 3.28-3.04 (m, 2H), 3.01-2.87 (m, 2H), 1.95-1.79 (m, 1H), 1.19-0.93 (m, 2H) 0.87-
0.72 (m, 6H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.4, 172.1, 170.2, 169.6, 156.9, 136.7, 130.1, 
128.9, 128.1, 126.4, 124.5, 115.4, 55.4, 54.7, 54.3, 47.2, 45.2, 41.9, 37.9, 36.7, 36.2, 25.6, 13.5, 10.6. 
IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3100 (br), 1660, 1514, 1443. HRMS : calculated for C28H37O7N5: 556.2766, 
found: 556.2770. []20D +17.1 (c = 5.75, MeOH). 
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4,5-Dehydro leucine analog (42)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.7mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(58.6 mg, 15%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.30-7.15 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
6.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.74-4.59 (m, 1H), 4.58-4.42 (m, 1H), 4.11-4.06 (m, 1H), 4.07 (s, 3H), 3.95 (d, 
2H, J = 9.5 Hz), 3.72-3.59 (m, 4H), 3.21-3.08 (m, 2H), 3.01-2.87 (m, 2H), 2.63-2.540 (m, 1H), 2.44-
2.30 (m, 1H), 2.12-1.99 (m, 1H), 1.78 (s, 2H), 1.49 (s, 1H), 1.41 (s, 1H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD) 
 (ppm) 156.9, 140.6, 136.8, 130.1, 128.9, 128.1, 127.9, 126.4, 126.3, 116.7, 115.4, 112.9, 82.3, 54.3, 
50.8, 46.7, 41.9, 39.2, 37.5, 36.3, 27.6, 25.8, 20.8. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3100 (br), 1664, 1515, 836. 
HRMS : calculated for C28H35O7N5: 554.2209, found: 554.2615. []
20
D +18.4 (c = 7.24, MeOH). 
 
HomoProline analog (43) 
 
1.00 g of resin with a loading of 0.59 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(13.0 mg, 4%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.28-7.19 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
6.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.59-4.51 (m, 1H), 4.06 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 3.99-3.70 (m, 5H), 3.46-
3.33 (m, 3H), 3.18-3.04 (m, 3H), 2.98-2.88 (m, 3H), 2.37 (td, 2H, J = 6.5 and 2.5 Hz), 1.50-0.80 (m, 
1H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.1, 171.9, 170.2, 169.6, 156.9, 136.8, 130.1, 128.9, 
128.0, 126.4, 124.5, 115.5, 54.7, 42.4, 41.9, 39.1, 37.6, 36.3, 34.9, 32.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-3100 
(br), 1665, 1443, 1213. HRMS : calculated for C28H35O7N5: 553.2537, found: 553.2543. []
20
D +2.33 (c 
= 1.13, MeOH). 
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Isoleucine analog (44) 
 
1.00 g of resin with a loading of 0.849 mmol/g was used. The peptide was obtained as a white solid 
(16.8 mg, 3.4%). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 8.35 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.87 (d, 1H, J = 8.0 
Hz),  7.21-7.13 (m,5H), 7.04 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 6.74 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 4.76 (dd, 1H, J = 5.0 and 9.0 
Hz), 4.32-4.28 (m, 1H), 4.08 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 3.96-3.68 (m, 4H), 3.17-3.10 (m, 2H), 2.98-
2.90 (m, 2H), 1.89-1.81 (m, 1H), 1.53-1.45 (m, 1H), 1.28-1.21 (m, 1H), 0.95-0.86 (m, 6H). 
13
C NMR 
(75 MHz, CD3OD) δ (ppm) 189.5, 170.1, 169.9, 169.7, 152.8, 136.9, 130.1, 128.9, 128.0, 126.3, 115.4, 
54.8, 54.5, 42.7, 41.8, 37.4, 37.1, 36.3, 24.8, 14.7, 10.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3706-2822 (br), 1664, 1534, 
1197. HRMS : calculated for C28H37N5O7: 578.2585, found: 578.2570. []
20
D  +23.9 (c = 3.89, MeOH). 
 
β-cyclobutyl-alanine analog (45) 
 
810 mg of resin with a loading of 0.7 mmol/g were used. The title peptide was obtained as a white solid 
(1.98 mg, 0.6%). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 7.26-7.15 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 
6.83 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 4.67-4.61 (m, 2H), 4.33-4.19 (m, 1H), 4.07-4.01 (m, 1H), 3.98-3.69 (m, 4H) 
3.17-3.12 (m, 2H), 2.99-2.88 (m, 2H), 2.43-2.33 (m, 1H), 2.08-1.96 (m, 2H), 1.94-1.61 (m, 6H). 
13
C 
NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm), 186.6, 177.6, 173.1, 171.5, 171.2, 158.3, 138.6, 131.6, 130.4, 129.4, 
127.7, 118.2, 116.9, 107.4, 93.0, 66.9, 56.1, 44.2, 43.3, 40.3, 38.8, 34.3, 29.4, 29.3, 19.4. IR (NaCl)  
(cm
-1
) 3502-2858 (br), 1659, 1534, 1195. HRMS : calculated for C29H37N5O7: 590.2585, found: 
590.2583. []20D +15.0 (c = 1.93, MeOH). 
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Alpha methyl leucine analog (46) 
 
486 mg of resin with a loading of 0.7 mmol/g were used. The title peptide was obtained as a white solid 
(5.08 mg, 2.6%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.89 (s, 2H), 7.20-7.17 (m, 5H), 7.00 (dd, 4H, 
J = 8.0 and 12.0 Hz), , 4.66 (dd, 1H, J = 6.0 and 9.0 Hz), 4.09 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 4.05-3.75 
(m, 4H), 3.22-3.04 (m, 2H), 3.01-2.82 (m, 2H), 2.05 (dd, 2H, J = 5.5 and 14.0 Hz), 1.74 (dd, 1H, J = 6.5 
and 14.0 Hz), 1.69-1.59 (m, 1H) 1.46 (s, 3H), 0.89 (dd, 2H, J = 7.0 and 8.5 Hz),. 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 176.0, 170.9, 170.0, 169.6, 169.5, 156.9, 136.9, 130.1, 128.9, 128.0, 126.3, 124.5, 
115.4, 59.3, 54.7, 44.7, 42.4, 41.7, 37.3, 36.3, 24.1, 22.9, 22.8, 22.5, 22.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3431-
2867 (br), 1689, 1521, 1201. HRMS : calculated for C29H39O7N5: 556.2766, found: 592.2742. []
20
D 
+21.1 (c = 0.51, MeOH). 
 
Cyclohexyl glycine analog (47) 
 
741 mg of resin with a loading of 0.113 mmol/g were used. The title peptide was obtained as a white 
solid (186 mg, 100%). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 7.25-7.16 (m, 5H), 7.69 (d, 2H, J = 8,5 
Hz), 6.76 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 4.75-4.70 (m, 1H), 4.24 (dd, 1H, J = 6.5 Hz and 8.5 Hz), 4.05 (dd, 1H, J 
= 6.5 and 8.5 Hz), 3.97-3.69 (m, 4H), 3.18-3.10 (m, 2H), 2.94 (dd, 2H, J = 9.5 and 14.0 Hz), 1.79-1.62 
(m, 5H), 1.28-1.05 (m, 6H). 
13
C NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) 172.99, 172.3, 170.0, 169.7, 156.9, 
136.8, 130.1,  129.1, 129.0 128.0, 126.3, 124.6, 115.5, 57.43, 54.7, 54.2, 42.5, 41.7, 39.8, 37.5, 36.2, 
29.3, 28.1, 25.7. IR (NaCl) λ (cm-1) 3530-2806 (br), 2936, 1661, 1441, 1205. HMRS : calculated for 
C30H39O7N5: 582.2922, found: 582.2936. []D
20
 +3.24 (c = 0.40, MeOH). 
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Norvaline analog (48) 
 
1.00 g of resin with a loading of 0.715 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(173 mg, 45%). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 7.27-7.17 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
6.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.71-4.68 (m, 1H), 4.34-4.30 (m, 1H), 4.04 (dd, 1H, J = 6.5 and 8.5 Hz), 3.97-
3.68 (m, 4H), 3.18-3.10 (m, 2H), 2.94 (dd, 2H, J = 9.0 and 14.0 Hz), 1.80-1.64 (m, 2H), 1.42-1.32 (m, 
2H), 0.91 (t, 3H, J = 7.5 Hz). 
13
C NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) 173.8, 172.3, 170.0, 169.7, 169.6, 
156.9, 136.9, 130.1, 129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.5, 54.7, 54.2, 52.1, 42.5, 41.7, 37.5, 36.3, 33.2, 
18.7, 12.5. IR (NaCl) λ (cm-1) 3525-2768 (br), 1661, 1644, 1549, 1206. HRMS : calculated for 
C27H35N5: 542.2607, found: 542.2622. []D
20
 +2.10 (c = 0.41, MeOH). 
 
Dipropyl glycine analog (49) 
 
805 mg of resin with a loading of 0.016 mmol/g were used. The title peptide was obtained as a white 
solid (4.50 mg, 68%). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) 7.26-7.17 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.5 
Hz), 6.77 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 4.56 (dd, 1H, J =6.0 and 9.0 Hz), 4.04 (dd, 1H, J = 6.0 and 8.5 Hz), 3.99-
3.73 (m, 4H), 3.15-3.10 (m, 2H), 2.98-2.89 (m, 2H), 2.22-2.04 (m, 2H), 1.79-1.59 (m, 2H), 1.22-1.10 
(m, 1H), 1.03-0.97 (m, 3H), 0.86-0.77 (m, 6H). 
13
C NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) 174.6, 170.4, 
170.0, 169.8, 156.1, 137.1, 130.1, 128.9, 128.1, 126.4, 124.7, 115.5, 94.0, 55.5, 52.3, 42.6, 41.8, 37.1, 
36.9, 33.3, 16.8, 13.1. IR (NaCl) λ (cm-1) 3700-2733 (br), 3315, 2795, 1666, 1509, 1196. HRMS : 
calculated for C30H41O7N5: 584.3079, found: 584.3093. []D
20
 +11.7 (c = 0.20, MeOH). 
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Dibenzyl glycine analog (50)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.42 mmol/g was used. Fmoc-Dibenzylglycine 55 (600 mg, 1.26 
mmol) was used in the first coupling. After the first coupling the resin was treated with capping 
solution: 15% Ac2O, 15% DIPEA in DCM, for 2h. For the second coupling, Fmoc-Gly-OH (1.00 g, 
3.36 mmol) and DIC (0.260 mL, 1.68 mmol) were reacted together in DCE (4.5 mL) and DMF (0.5 
mL) at rt for 2 h to form the symmetric anhydride, afterward this solution was used to make the 
coupling. The second coupling was repeated 2 times and the resin was treated with capping solution: 
15% Ac2O, 15% DIPEA in DCM, for 2 h. The title peptide was obtained as a white solid (16.2 mg, 
6%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.27-7.14 (m, 10H), 7.11 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.79 (d, 2H, 
J = 8.5 Hz), 4.38-4.31 (m, 1H), 4.04-3.73 (m, 6H), 3.41-3.36 (m, 2H), 3.15 (dd, 1H, J = 6.5 and 14.5 
Hz), 2.94 (dd, 1H, J = 8.0 and 14.5 Hz), 1.71-1.53 (m, 3H), 0.93 (dd, 6H, J = 6.5 and 14.0 Hz). 13C 
NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.5, 170.4 169.8, 169.25, 157.3, 136.4, 130.4, 130.0, 128.2, 128.1, 
126.8, 115.8, 65.9, 55.1, 52.0, 43.4, 42.0, 41.4, 40.9, 40.4, 24.8, 22.1, 21.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3872-
2685, 3496, 2960, 1700, 1543, 1461. HRMS : calculated for C35H43O7N5: 646.3235, found: 646.3234. 
[]D
20
 +1.3 (c = 0.55, CH3OH). 
 
 243 
Diisobutyl glycine analog (51)  
 
1.00 g of resin with a commercial loading of 1.5 mmol/g was used. The initial loading with Fmoc-
Diisobutylglycine 59 (1.50 g, 3.67 mmol) was perfomed using MSNT (1.09 g, 3.67 mmol) and 
methylimidazol (0.220 mL, 2.75 mmol) in DCM (4 mL) the reaction was done at rt for 3 days. The 
loading obtained was estimated at 0.284 mmol/g. The benzoyl chloride capping of the resin was 
repeated 2 times after the loading. For the first coupling, Fmoc-Phe-OH (867 mg, 2.24 mmol) and DIC 
(0.170 mL, 1.12 mmol) were reacted together in DCE (4.5 mL) and DMF (0.5 mL) at rt for 2 h to form 
the symmetric anhydride, afterward this solution was used to make the coupling. The first coupling was 
repeated 2 times and the resin was treated with capping solution: 15% Ac2O, 15% DIPEA in DCM, for 
2 h. The title peptide was obtained as a white solid (4.15 mg, 2%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  
(ppm) 7.31-7.21 (m, 5H), 7.13 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 6.80 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 4.68 (dd, 1H, J = 5.5 and 
9.5 Hz), 4.10-3.77 (m, 5H), 3.26-3.15 (m, 2H), 3.01-2.86 (m, 2H), 2.34-2.24 (m, 2H), 1.68-1.60 (m, 
2H), 1.37-1.31 (m, 4H), 0.86 (dd, 6H, J = 6.0 and 10.5 Hz), 0.76 (dd, 6H, J = 6.5 and 8.0 Hz). 13C 
NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 175.1, 173.7, 168.1,  166.6, 157.3, 130.1, 128.8, 128.2, 128.1, 126.4, 
115.4, 55.4, 54.7, 44.1, 42.2, 41.6, 36.8, 36.3, 33.3, 25.3, 24.3, 24.1, 23.1, 22.1, 21.6. IR (NaCl)  (cm-
1) 3749-2749, 3474, 2931, 1655, 1540, 1458. HRMS : calculated for C32H44O7N5Na
+: 634.3211, found: 
634.3203. []D
20
 +7.8 (c = 0.09, CH3OH). 
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Ethyl 2-benzyl-2-nitro-3-phenylpropanoate (52) 
 
Ethyl nitroacetate (2.50 g, 18.8 mmol) and TBAI (1.40 g, 3.75 mmol) were dissolved in DMF (15 mL) 
under an argon atmosphere. DIPEA (8.14 mL, 56.3 mmol) and benzylbromide (6.70 mL, 56.3 mmol) 
were added and the reaction was agitated at rt for 16h. Et2O (50 mL) was added to the reaction and the 
precipitated salt of DIPEA was filtered. The resulting organic phase was washed with water (3 x 30 
mL) and 1N HCl (2 x 30 mL). The organic phase was dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. 
The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:39). 
The title compound was obtained as pale yellow solid (3.38g, 57%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  
(ppm) 7.40-7.19 (m, 10H), 4.17 (q, 2H, J = 7.0 and 14.0 Hz), 3.53 (s, 4H), 1.17 (t, 3H, J = 7.0 Hz). 13C 
NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 166.4, 133.3, 130.2, 128.7, 127.9, 97.2, 62.8, 40.1, 13.6. IR (NaCl)  
(cm-1) 3038, 2988, 2941, 1754, 1554, 1196. HRMS : calculated for C18H19O4NNa
+: 336.1206, found: 
336.1210. 
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Ethyl 2,2-dibenzylglycine ester (53)  
 
Ethyl 2-Benzyl-2-nitro-3-phenylpropanoate 52 (3.20 g, 10.2 mmol) was dissolved in AcOH (50 mL). 
Zinc dust (6.67 g, 101.9 mmol) was added and the reaction was agitated at 50 
o
C for 16 h. The reaction 
was filtered and the filtrate was washed with 1N HCl (2 x 10 mL) and EtOAc (2 x 20 mL). The 
resulting liquids were basified with 3N NaOH until pH reached 11. Saturated Na2CO3 (100 mL) was 
added and the resulting aqueous phase was extracted with EtOAc (3 x 75 mL). The combined organic 
phases were dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The crude mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:1). The title compound was obtained as 
colorless oil (2.20 g, 76%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.36-7.21 (m, 10H), 4.14 (q, 2H, J = 
7.0 Hz), 3.42 (d, 2H, J = 13.0 Hz), 2.91 (d, 2H, J = 13.0 Hz), 1.85 (br, 1H), 1.27 (t, 3H, J = 7.0 Hz). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 175.7, 130.0, 128.5, 127.1, 64.8, 63.1, 61.1, 46.3, 14.2. IR (NaCl) 
 (cm-1) 3093, 2981, 2934, 1727, 1459. HRMS : calculated for C18H21O2N: 284.1645, found: 284.1658.  
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Fmoc-dibenzylglycine (55)  
 
Ethyl 2,2-Dibenzylglycine Ester 53 (2.00 g, 7.04 mmol) was dissolved in KOH (2N, 50 mL) and EtOH 
(25 mL) under an argon atmosphere. The reaction was refluxed for 16 h. The resulting mixture was 
concentrated under vacuum to almost dryness, water (30 mL) was added and 1N HCl was added until 
the pH reached 6. The amino acid precipitated, was washed with water (3 x 5 mL) and dried under 
vacuum. The resulting white solid 54 (1.80 g, 7.04 mmol) was suspended in dry DCM (50 mL) under 
an argon atmosphere. TMS-Cl (1.8 mL, 14.1 mmol) was added and the suspension was agitated at 
reflux for 6 h. The reaction was cooled at 0 
o
C, DIPEA (4.10 mL, 28.2 mmol) and Fmoc-Cl (2.20 g, 
8.44 mmol) were added. The reaction was agitated at rt for 16 h. The resulting organic solution was 
concentrated under pressure and diluted with 1N HCl (50 mL). The aqueous phase was extracted with 
EtOAc (3x 30 mL). The crude mixture was dissolved in ACN (2 mL), water (2 mL) and MeOH (2 mL) 
purified on a Biotage purification device on a C-18 column using ACN gradient in water (0,1% TFA) 
from (1:4) to (1:0). The title compound was obtained as white solid (1.92 g, 57%).1H NMR (300 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 7.84 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.61 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.47 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.36 (t, 2H, 
J = 7.5 Hz), 7.30-7.15 (m, 10H), 5.64 (s, 1H), 4.54 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 4.34 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.94 (d, 
2H, J = 14.0 Hz), 3.30 (d, 2H, J = 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 177.3, 154.7, 143.8, 
141.4, 135.8, 129.7, 129.4, 128.5, 127.8, 127.1, 125.2, 120.0, 66.8, 47.3, 41.1. IR (NaCl)  (cm-1) 
3405, 3033, 2951, 1712, 1504, 1448. HRMS : calculated for C31H27O4N: 500.1832, found: 500.1836. 
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Ethyl 2,2-bis(2-methylallyl)-2-nitroacetate (56) 
 
Ethyl nitroacetate (5.00 g, 37.5 mmol) and 2-methylallyl acetate (9.80 mL, 78.9 mmol) were dissolved 
in THF (50 mL) under an argon atmosphere. Pd(Ph3)4 (4.34 g, 3.75 mmol) was added to the solution. 
DIPEA (11.4 mL, 78.9 mmol) was added and the reaction was agitated at 50 
o
C for 16 h. The THF was 
evaporated under vacuum and Et2O (50 mL) was added to the mixture. The resulting organic phase was 
washed with a Na2CO3 15% solution (2 x 30 mL). The organic phase was dried (MgSO4) and 
concentrated under vacuum. The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel 
using EtOAc and hexanes (1:4). The title compound was obtained as light yellow oil (9.75 g, 100%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.96-4.94 (m, 2H), 4.80-4.79 (m, 2H), 4.24 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 
3.07-2.96 (m, 4H), 1.71 (d, 6H, J = 1.0 Hz), 1.28 (t, 3H, J = 7.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 166.6, 138.3, 117.2, 62.7, 41.8, 23.2, 13.7. IR (NaCl)  (cm-1) 3083, 2983, 2935, 1749, 1554. 
HRMS : calculated for C12H19O4N: 264.1206, found: 264.1209. 
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Ethyl 2,2-diisobutylglycine ester (57)  
 
This reaction was done in a high pressure hydrogenation apparatus. The reacting vessel was purged 
with argon gas before the introduction of the reagents. Ethyl 2,2-Bis(2-methylallyl)-2-nitroacetate 56 
(9.50 g, 39.4 mmol) was dissolved in EtOH (90 mL) and AcOH (9 mL). Raney Nickel 2800 (slurry in 
water, 9.00 g) was transferred in the reaction vessel and the reagent solution was transferred carefully 
afterwards. The hydrogenation apparatus was purged with hydrogen 3 times and the reaction was 
agitated at rt for 16 h under a 150 psi hydrogen gas pressure. The reacting vessel was purged with argon 
gas. The resulting solution was filtered carefully over Celite, the Celite cake was washed with EtOH (3 
x 30 mL) and the Celite cake was never allowed to dry. The resulting organic solution was concentrated 
under pressure and diluted with aqueous saturated Na2CO3 (100 mL). The aqueous phase was extracted 
with EtOAc (3x 30 mL). The combined organic phases were dried (MgSO4) and concentrated under 
vacuum. The title compound was obtained as colorless oil (10.5 g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 4.18 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 1.80-1.68 (m, 6H), 1.53-1.48 (m, 2H), 1.33 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 0.98 
(dd, 6H, J = 6.0 Hz), 0.86 (dd, 6H, J = 6.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 178.4, 60.7, 60.2, 
50.1, 24.8, 24.1, 23.0, 14.1. IR (NaCl)  (cm-1) 2959, 2870, 1728, 1601, 1467. HRMS : calculated for 
C12H25O2N: 216.1958, found: 216.1960.  
 
 249 
Fmoc-diisobutylglycine (59)  
 
Ethyl 2,2-Diisobutylglycine Ester 57 (100 mg, 0.465 mmol) was dissolved in KOH (2 N, 5 mL) and 
EtOH (2.5 mL) under an argon atmosphere. The reaction was refluxed for 16 h. The resulting mixture 
was concentrated under vacuum to almost dryness, water (30 mL) was added and 1N HCl was added 
until the pH reached 6. The amino acid precipitated, was washed with water (3 x 2 mL) and dried under 
vacuum. The resulting white solid 58 (87.0 mg, 0.465 mmol) was suspended in dry DCM (5 mL) under 
an argon atmosphere. TMS-Cl (0.120 mL, 0.930 mmol) was added and the suspension was agitated at 
reflux for 6 h. The reaction was cooled at 0 
o
C, DIPEA (0.260 mL, 1.86 mmol) and Fmoc-Cl (130 mg, 
0.558 mmol) were added. The reaction was agitated at rt for 16 h. The resulting organic solution was 
concentrated under pressure and diluted with 1N HCl (10 mL). The aqueous phase was extracted with 
EtOAc (3x 5 mL). The crude mixture was dissolved in ACN (1 mL), water (1 mL) and MeOH (1 mL) 
purified on a Biotage purification device on a C-18 column using ACN gradient in water (0,1% TFA) 
from (1:4) to (1:0). The title compound was obtained as white solid (95.1 mg, 50%). 1H NMR (300 
MHz, CDCl3)  (ppm) 7.80 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.66 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.44 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.35 
(t, 2H, J = 7.5 Hz), 5.98 (br, 1H), 4.43 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 4.25 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 2.43 (dd, 2H, J = 
6.0 and 14.0 Hz), 1.75-1.58 (m, 4H), 0.91 (dd, 12H, J = 6.5 and 14.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 179.2, 153.8, 143.9, 141.3, 127.6, 127.0, 125.0, 120.1, 120.0, 66.1, 62.8, 47.4, 44.8, 24.6, 23.7, 
22.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3749-2760, 3288, 2694, 1703, 1655, 1510. HRMS : calculated for 
C25H31O4NNa
+: 432.2145, found: 432.2139. 
 
 250 
D-Cys(Me)
2
 D-Leu
5
 analog (60)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.21 mmol/g was used. According with general procedure, commercial 
Fmoc-Cys(Me)-OH, HATU and NMM were used in the third coupling. The third coupling produced a 
partial epimerization of the coupled Cys(Me). The title peptide was obtained as the major product of 
purification, a white solid (20.0 mg, 16%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.31-7.24 (m, 5H), 
7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.79 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.81-4.72 (m, 1H), 4.48 (dd, 1H, J = 6.0 and 9.0 Hz), 
4.36-4.29 (m, 1H), 4.12 (dd, 1H, J = 6.0 and 9.0 Hz), 4.00-3.76 (m 2H), 3.26-2.81 (m, 6H), 2.17 (s, 
3H), 1.52 (t, 2H, J = 8.0 Hz), 1.33-1.24 (m, 1H), 0.84 (dd, 6H, J = 7.0 and 14.0 Hz). 13C NMR (75 
MHz, CD3OD)  (ppm) 182.7, 172.1, 171.6, 169.3, 168.8, 139.5, 130.2, 128.9, 128.1, 126.4, 115.5, 
102.9, 54.4, 52.8, 50.8, 42.2, 40.0, 38.6, 37.9, 36.4, 34.6, 24.1, 21.9, 20.3, 14.0. IR (NaCl)  (cm-1) 
3742-2774, 2957, 1651, 1540. HRMS : calculated for C30H41O7N5S: 616.2800, found: 616.2807. []D
20
 
+3.7 (c = 0.40, CH3OH). 
 
 251 
D-Cys(Me)
2
 Leu
5
 analog (61)  
 
750 mg of Fmoc-Leu tentagel resin with a commercial loading of 0.24 mmol/g was used. Previously 
prepared Fmoc-D-Cys(Me)-OH 68 (257 mg, 0.720 mmol), DIC (0.120 mL, 0.720 mmol), and HOBt 
(98.0 mg, 0.720 mmol) were used in the third coupling to avoid epimerization of the Cys amino acid 
(induced by the use of HATU). The title peptide was obtained as a white solid (59.0 mg, 53%). 1H 
NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.67-8.60 (m, 1H), 7.77-7.74 (m, 1H), 7.28-7.16 (m, 5H), 7.11 (d, 
2H, J = 8.5 Hz), 6.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.73-4.68 (m, 1H), 4.37-4.30 (m, 1H), 4.09 (t, 1H, J = 8.0 
Hz), 3.82-3.67 (m, 2H), 3.17-3.10 (m, 2H), 3.02-2.91 (m, 2H), 2.80 (dd, 1H, J = 6.0 and 14.0 Hz), 2.61 
(dd, 1H, J = 8.0 and 14.0 Hz), 2.08 (s, 3H), 1.68-1.58 (m, 3H), 0.89 (dd, 6H, J = 6.0 and 16.0 Hz). 13C 
NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.2, 172.3, 171.7, 169.4, 169.3, 156.9, 136.9, 130.2, 129.0, 128.0, 
126.3, 124.5, 115.5, 54.6, 54.0, 53.4, 50.9, 41.9, 40.0, 37.6, 36.4, 34.2, 24.5, 21.9, 20.4, 14.1. IR (NaCl) 
 (cm-1) 3745-2719, 2960, 1737, 1651, 1547. HRMS : calculated for C30H41O7N5S: 616.2800, found: 
616.2809. []D
20
 +13.9 (c = 1.65, CH3OH). 
 
 252 
Cys(Me)
2
 D-Leu
5
 (62)  
 
This product was obtained as the minor diastereoisomer resulting of the Cys partial epimerization 
mentioned in the above protocol (D-Cys(Me)
2
 D-Leu
5
 analog 60). The title peptide was obtained as the 
second major product of purification, a white solid (15.0 mg, 12%).)  1H NMR (300 MHz, CD3OD)  
(ppm) 7.29-7.27 (m, 5H), 7.15 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.82 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 4.83-4.74 (m, 1H), 4.34 
(dd, 2H, J = 6.5 and 8.0 Hz), 4.18 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 3.91-3.76 (m, 2H), 3.22-2.97 (m, 4H), 2.85 (dd, 
1H, J = 6.0 and 14.0 Hz), 2.67 (dd, 1H, J = 8.0 and 14.0 Hz), 2.14 (s, 3H), 1.56-1.50 (m, 2H), 1.34-1.29 
(m, 1H), 0.84 (dd, 6H, J = 6.5 and 15.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.7, 172.1, 171.8, 
169.4, 169.2, 157.0, 136.8, 130.2, 128.9, 128.1, 126.4, 124.4, 115.4, 54.4, 53.4, 50.7, 42.2, 40.0, 37.8, 
36.4, 34.3, 24.2, 21.9, 20.2, 14.0. IR (NaCl)  (cm-1) 3749-2741, 3530, 2960, 1700, 1651, 1540. 
HRMS : calculated for C30H41O7N5S: 616.2800, found: 616.2805. []D
20
 +20.0 (c = 0.73, CH3OH). 
 
 253 
Cys(Me)
2
 Leu
5
 analog (63) 
 
800 mg of resin with a loading of 0.35 mmol/g were used. Fmoc-Cys(Me)-OH (400 mg, 1.12 mmol), 
DIC (0.176 mL, 1.12 mmol), and HOBt (151 mg, 1.12 mmol) were used in the third coupling to avoid 
epimerization of the Cys amino acid (induced by the use of HATU). The title peptide was obtained as a 
white solid (166 mg, 96%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.24-7.18 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J = 
8.5 Hz), 6.75 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.76-68 (m, 1H), 4.45-4.39 (m, 1H), 4.15-4.08 (m, 1H), 3.93-3.67 (m, 
2H), 3.18-3.13 (m, 2H), 2.96-2.79 (m, 4H), 2.10 (s, 3H), 1.64-1.60 (m, 3H), 0.89 (dd, 6H, J = 6.0 and 
14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.4, 172.2, 170.9, 169.5, 168.8, 156.9, 136.9, 130.2, 
129.0, 126.3, 124.5, 115.5, 54.5, 54.2, 52.8, 50.9, 42.1, 40.2, 37.5, 36.4, 34.7, 24.5, 22.0, 20.4, 14.1. IR 
(NaCl)  (cm-1) 3744-2741, 2961, 1649, 1537. HRMS : calculated for C30H41O7N5S: 616.2799, found: 
616.2820. []D
20
 -19.7 (c = 1.40, CH3OH). 
 
 254 
D-Met
2 
D-Leu
5
 analog (64)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.21 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(59.8 mg, 45%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.20 (m, 1H), 8.16 (m, 1H), 7.26-7.16 (m, 5H), 
7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.72 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 4.26-4.22 (m, 2H), 4.08 (t, 
1H, J = 7.0 Hz), 3.82-3.75 (m, 2H), 3.11-2.98 (m, 4H), 2.33-2.27 (m, 2H), 2.04 (s, 3H), 2.03-1.77 (m, 
2H), 1.51-1.43 (m, 2H), 1.34-1.27 (m, 1H), 0.80 (dd, 6H, J = 6.5 and 14.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CD3OD)  (ppm) 174.5, 173.1, 171.9, 169.4, 156.9, 136.8, 130.1, 128.9, 128.1, 126.4, 124.5, 115.4, 
54.5, 54.4, 53.5, 50.6, 42.1, 39.9, 37.7, 36.5, 29.8, 29.4, 24.2, 21.9, 20.2, 13.6. IR (NaCl)  (cm-1) 
3739-2773, 2961, 1649, 1544. HRMS : calculated for C31H43N5O7S: 630.2956, found: 630.2966. []D
20
 
+26.95 (c = 0.88, CH3OH). 
 
D-Met
2
 Leu
5
 analog (65)  
 
800 mg of resin with a loading of 0.35 mmol/g were used. The title peptide was obtained as a white 
solid (67.4 mg, 38%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.62-8.59 (m, 1H), 7.75-7.70 (m, 1H), 
7.30-7.17 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.70 (dd, 1H, J = 5.0 and 10.0 
Hz), 4.38-4.34 (m, 1H), 4.26 (dd, 1H, J = 5.0 and 9.0 Hz), 4.05 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 3.74 (s, 2H), 3.29-
2.94 (m, 4H), 2.342.25 (m, 2H), 2.04 (s, 3H), 1.94-1.76 (m, 2H), 1.66-1.58 (m, 3H), 0.90 (dd, 6H, J = 
6.0 and 16.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.2, 172.7, 172.4, 169.5, 156.9, 136.9, 
130.1, 129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.4, 54.6, 54.1, 53.5, 50.8, 41.9, 40.0, 37.5, 36.4, 29.8, 29.5, 24.5, 
21.9, 20.4, 13.6. IR (NaCl)  (cm-1) 3519-2756, 2958, 1697, 1655, 1544. HRMS : calculated for 
C31H43O7N5S: 630.2956, found: 630.2972. []D
20
 +18.1 (c = 1.29, CH3OH). 
 255 
Met
2
 D-Leu
5
 analog (66)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.21 mmol/g was used. The title peptide was obtained as a white solid 
(37.4 mg, 28%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.26 (m, 1H), 7.24-7.17 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 6.75 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.76-4.66 (m, 1H), 4.42-4.35 (m, 1H), 4.32-4.27 (m, 1H), 4.01-4.11 
(m, 1H), 3.98-3.61 (m, 2H), 3.20-3.09 (m, 1H), 3.01-2.78 (m, 5H), 2.59-2.47 (m, 1H), 2.15-1.87 (m, 
1H), 2.06 (s, 3H), 1.46 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 1.32-1.23 (m, 1H), 0.80 (dd, 6H, J = 6.5 and 14.0 Hz). 13C 
NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.2, 171.9, 171.7, 169.3, 168.7, 156.9, 136.6, 130.2, 128.9, 128.1, 
126.1, 124.5, 115.5, 54.4, 52.9, 50.6, 42.1, 39.9, 38.1, 36.3, 30.4, 29.6, 24.1, 21.9, 20.3, 13.7. IR (NaCl) 
 (cm-1) 3742-2780, 2975, 1702, 1458. HRMS : calculated for C31H43N5O7S: 630.2956, found: 
630.2971. []D
20
 +11.9 (c = 0.64, CH3OH). 
 
Met
2
 Leu
5
 analog (67)  
 
800 mg of resin with a loading of 0.35 mmol/g were used. The title peptide was obtained as a white 
solid (88.4 mg, 50%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.47-8.43 (m, 1H), 8.08-8.04 (m, 1H), 
7.94-7.91 (m, 1H), 7.27-7.15 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.74 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.69-4.62 (m, 
1H), 4.39-4.35 (m, 1H), 4.07-4.01 (m, 1H), 3.88-3.67 (m, 2H), 3.17-3.10 (m, 2H), 2.96-2.89 (m, 2H), 
2.57-2.39 (m, 2H), 2.15-2.86 (m, 2H), 2.05 (s, 3H), 1.73-1.56 (m, 3H), 0.89 (dd, 6H, J = 6.0 and 14.0 
Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.3, 172.3, 171.7, 169.5, 168.8, 156.9, 136.9, 130.2, 
129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.5, 54.5, 54.3, 52.8, 50.8, 41.9, 40.1, 37.5, 36.4, 30.4, 29.6, 24.5, 21.9, 
20.4, 13.7. IR (NaCl)  (cm-1) 3504-2779, 3504, 2958, 1650, 1541. HRMS : calculated for 
C31H43N5O7S: 630.2956, found: 630.2958. []D
20
 -6.8 (c = 1.15, CH3OH). 
 256 
Fmoc-D-Cys(Me)-OH (68)  
 
Cysteine (2.00 g, 11.4 mmol) was dissolved in THF (50 mL) and water (50 mL). NaHCO3 (4.78 g, 56.9 
mmol) was added and the mixture was agitated for 10 min. The reaction was cooled to 0 
o
C and 
methyliodide (0.740 mL, 11.9 mmol) was added. The reaction was agitated for 15 min at 0 
o
C and for 4 
h at rt. Fmoc-Cl (3.24 g, 12.5 mmol) was added and the reaction was agitated for 16 h at rt. The THF 
was evaporated under vacuum. HCl (1 N, 20 mL) was added and the aqueous phase was extracted with 
Et2O (3 x 30 mL). The organic phases were combined, dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. 
The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc, hexanes and AcOH 
(39:50:1). The title compound was obtained as white solid (3.57 g, 88%).1H NMR (300 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 9.50 (br, 1H), 7.76 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.40 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.31 
(t, 2H, J = 7.5 Hz), 5.64 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 4.68-4.61 (m, 1H), 4.43 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 4.23 (t, 1H, J 
= 7.0 Hz), 3.01 (s, 2H), 2.13 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 175.4, 156.1, 143.6, 141.3, 
127.8, 127.2, 125.1, 120.1, 67.4, 53.3, 47.1, 36.3, 16.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3745-2704, 3450, 2923, 
1652, 1537. HRMS : calculated for C19H19NO4S: 358.1108, found: 358.1117. []D
20
 +20.8 (c = 2.00, 
CHCl3). 
 
 257 
D-Cys
2
 Leu
5
 precursor (69)  
 
1.00 g of resin with a loading of 0.5 mmol/g was used. Fmoc-D-Cys-OH (1.17 g, 2.00 mmol), DIC 
(0.320 mL, 2.00 mmol), and HOBt (270 mg, 2.00 mmol) were used in the third coupling to avoid 
epimerization of the Cys amino acid (induced by the use of HATU). The title peptide was obtained as a 
white solid (266 mg, 88.5%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.30-7.19 (m, 5H), 7.15 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 6.81 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.74 (dd, 1H, J = 5.0 and 9.5 Hz), 4.43-4.34 (m, 2H), 4.15 (t, 1H, J 
= 7.5 Hz), 3.83-3.75 (m, 2H), 3.22-3.13 (m, 2H), 3.08-2.95 (m, 2H), 2.76, 2.74 (m, 2H), 1.70-1.62 (m, 
3H), 0.93 (dd, 6H, J = 6.0 and 15.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.2, 172.3, 171.1, 
169.5, 169.3, 156.9, 136.8, 130.2, 129.0, 128.0, 126.3, 124.5, 115.4, 56.7, 54.6, 54.1, 50.8, 41.8, 39.9, 
37.5, 36.4, 24.5, 21.9, 20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3355-2606 (br), 3033, 1746, 1685, 1522. HRMS : 
calculated for C29H39N5O7S: 602.2643, found: 602.2647. []D
20
 +13.5 (c = 0.45, CH3OH). 
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ANNEXE 1 : SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE NUCLÉAIRE DES PROTONS 
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ANNEXE 2 : PARTIE EXPÉRIMENTALE ET SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE 
NUCLÉAIRE DES PROTONS POUR CHAPITRE 1 (COMPOSÉS A1-A29) 
 
 342 
Supplementary material 
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Arnaud Proteau-Gagné, Véronique Bournival,  Kristina Rochon, Yves L. Dory and Louis Gendron 
 
 
Experimental procedures and spectral data (same order as compounds appear in scheme 1-5) 
 for scheme ……………………………………………………………..……2 
 for scheme 2………………………………..…………………..……………9 
 for scheme 3………………………………………………………………...11 
 for scheme 4...……………………………………………………..………..14 
 for scheme 5 (compounds 27-29,4,6).…….…….…………………...……..19 
  (compounds 1-3,5,7,8).…….…….……………………….….23
 343 
H-Tyr-OMe 
1
 
 
SOCl2 was added (2.00ml, 27.5mmol) to a suspension of l-tyrosine (5.00g, 27.5mmol) in anh MeOH 
(50 ml) under an Ar atmosphere. The resulting solution was stirred for 16h at rt. The solvents were 
concentrated under vacuum. The crude solid obtained was washed with Et2O to give the title product as 
a white solid (6.99g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.06 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.78 (d, 
2H, J=8.5 Hz), 4.23 (t, 1H, J=7.1 Hz), 3.8 (s, 3H), 3.20-3.02 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  
(ppm) 169.1, 156.9, 130.2, 124.2, 115.5, 54.03, 52.2, 35.2. IR (KBr)  (cm-1) 3510-2680 (br), 1732, 
1604, 1508. MS (m/e, rel intensity) 195 (MH
+
, 12), 136 (40), 107 (100). Exact mass : calculated for 
C10H13N1O3: 202.2230, found: 202.03021. []
20
D +12.0 (c=3.35, MeOH) 
 
 344 
Boc-Tyr-OMe 
1
 
H-Tyr-OMe (3.10g, 13.4mmol) was dissolved in MeOH (50ml) and NaHCO3 (2.36g, 28.1mmol) was 
added. The resulting mixture was stirred 15min at rt. A solution of Boc2O (3.20g, 14.7mmol) in MeOH 
(10ml) was then added and the reaction was stirred for 4h at rt. The mixture was dried under vacuum 
and dissolved in H2O (400ml). The aqueous solution was acidified with 1N HCl until pH reached 4 and 
extracted with EtOAc (3 x 100ml). The combined organic phases were dried (MgSO4) and concentrated 
under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel using MeOH and 
DCM (1:19) to yield the title compound as a white solid (4.04g, 100%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  
(ppm) 6.98 (d, 2H, J=8.4 Hz), 6.75 (d, 2H, J=8.4 Hz), 5.76 (s, 1H), 5.04 (br, 1H), 4.55 (br, 1H), 3.73 (s, 
3H), 3.07-2.93 (m, 2H), 1.44 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.6, 155.3, 155.0, 130.4, 
127.6, 115.5, 80.2, 54.6, 52.3, 37.6, 28.3. IR (CHCl3)  (cm-1) 3615, 3018, 2399, 1711, 1513. MS 
(m/e, rel intensity) 295 (MH
+
, 3), 178 (85), 107 (100). Exact mass : calculated for C15H21N1O5: 
295.1420, found: 295.1426. []20D +45.3 (c=2.94, CHCl3) 
 
 345 
Boc-Tyr(PMB)-OMe (9)
 2
 
Boc-Tyr-OMe (3.74g, 12.7mmol), p-methoxybenzyl chloride (2.91ml, 20.9mmol), Bu4
+
I
-
 (2.21g, 
1.90mmol) and Na2CO3 (2.90g, 20.9mmol) were dissolved in acetone (50ml). The reaction was 
refluxed for 40h. The resulting mixture was filtered, adsorbed on silica gel and purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:9). The title product was obtained as white 
solid (4.48g, 85%).  1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.36 (d, 2H, J=8.6 Hz), 7.03 (d, 2H, J=8.6 
Hz), 6.93-6.88 (m, 4H), 4.96 (s, 3H), 4.55 (br, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.07-2.98 (m, 2H), 1.42 
(s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.4, 159.5, 158.0, 130.3, 129.2, 129.0, 128.1, 114.9, 
114.0, 79.9, 69.8, 55.3, 54.5, 52.2, 37.5, 28.3. IR (CHCl3)  (cm-1) 3434, 3018, 2399, 1711, 1513. MS 
(m/e, rel intensity) 415 (MH
+
, 10), 256 (10), 121 (100). Exact mass : calculated for C23H29 N1O6: 
415.1995, found: 415.2001. []20D +37.6 (c=2.70, CHCl3) 
 
 
 346 
Alkene (11)
 3
 
The ether 9 (4.28g, 10.3mmol) was dissolved in anh DCM (50ml). The solution was cooled at -90°C, 
under an Ar atmosphere and DIBAL (15.7ml, 1.5M in toluene, 223mmol) was added dropwise during 
15min. The reaction was stirred for an additional 15min and quenched slowly with MeOH. The mixture 
was adsorbed on silica gel and purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes 
(3:7). The isolated aldehyde 10 was immediately dissolved in anh THF (30ml). Previously dried in 
toluene Ph3PMeBr (4.78g, 13.4mmol) was dissolved in anh THF (100ml) under an Ar atmosphere and a 
solution of KHMDS (40.4ml, 0.28M in toluene, 11.3mmol) was added at 0°C. The solution was stirred 
for 15min and then cooled to -78°C. The aldehyde solution was added slowly; the reaction was allowed 
to warm to rt and stirred for 16h. The resulting mixture was quenched with sat. NH4Cl (300ml). The 
solvents were concentrated under vacuum and the aqueous phase was extracted with Et2O (3 x 100ml). 
The organic phases were collected together, dried (MgSO4) and adsorbed on silica gel. The crude 
mixture was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (from 1:4 
to 2:3). The title compound was obtained as a white solid (2.32g, 59%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  
(ppm) 7.37 (d, 2H, J=8.7 Hz), 7.11 (d, 2H, J=8.6 Hz), 6.95-6.90 (m, 4H), 5.88-5.75 (m, 1H), 5.17-5.08 
(m, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.45 (br, 2H), 3.83 (s, 3H), 2.79 (d, 2H, J=6.3 Hz), 1.43 (s, 9H). 13C NMR (75 
MHz, CDCl3)  (ppm) 159.4, 157.6, 155.2, 138.2, 130.5, 129.6, 129.2, 129.1, 114.7, 114.1, 114.0, 79.4, 
69.8, 55.3, 53.6, 40.6, 28.4. IR (CHCl3)  (cm-1) 3685, 3018, 2404, 1711, 1508. MS (m/e, rel intensity) 
383 (MH
+
, 2), 163 (37), 121 (100). Exact mass : calculated for C23H29N1O4: 383.2096, found: 
383.2090. []20D +11.9 (c=2.05, CHCl3) 
 
 347 
Alkene (12)
 4
  
 
A solution of benzyl chloroformate (7.02g, 41.1mmol) in anh DCM (30 ml) was added dropwise to a 
solution of vinyl acetic acid (3.22g, 37.4mmol) and pyridine (7.16g, 90.5mmol) in anh DCM (20ml). 
The resulting mixture was stirred for 16h at rt. The white precipitate was filtered off on Celite and the 
solution was washed with a saturated aqueous CuSO4 (3 x 30ml), dried (MgSO4), and the solvent was 
removed under reduced pressure. The crude oil was purified by flash chromatography on silica gel 
eluting with hex and Et2O (from 1:0 to 19:1) to afford the title compound as a yellowish oil (4.77g, 
72%). 1H NMR  (300 MHz, CDCl3) (ppm) 7.45–7.3 (m, 5H), 5.95 (m, 1H), 5.25–5.15 (m, 4H), 3.15 
(d, 2H, J=7.0 Hz). 13C NMR  (75 MHz, CDCl3) (ppm) 171.3, 135.9, 130.2, 128.6, 128.3, 118.7, 66.4, 
39.1. IR (NaCl)  (cm-1) 3065, 3039, 2956, 1737, 1164. MS (m/e, rel intensity) 176 (M+, 10), 91 (100). 
Exact mass : calculated for C11H12O2 : 176.0837, found: 176.0831. 
 348 
Tyr//Gly benzyl ester (13)
 4
 
The 2
nd
 generation Grubbs catalyst (122mg, 0.145mmol) was added to anh DCM (10ml) under an Ar 
atmosphere. The suspension was purged with Ar for 5 min. A solution of alkene 11 (2.23g, 5.79mmol) 
and benzyl ester 12 (3.06g, 17.4mmol) in anh DCM (10ml) was added to the Grubbs catalyst. The 
solution was again purged with Ar for 5 min and refluxed for 40h. The mixture was adsorbed on silica 
gel and purified by flash chromatography on silica gel eluting with Et2O and hexanes (from 1:4 to 1:0). 
The title ester was obtained as a off-white solid (1.49g, 48%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 
7.39-7.36 (m, 7H), 7.09 (d, 2H, J=8.4 Hz), 6.95-6.89 (m, 4H), 5.77-5.54 (m, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.97 (s, 
2H), 4.45 (br, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.11 (d, 2H, J=6.4 Hz), 2.78 (d, 2H, J=6.5 Hz), 1.44 (s, 9H). 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3)  (ppm) 171.3, 159.4, 157.6, 155.1, 135.8, 134.2, 130.5, 129.5, 129.2, 129.1, 128.6, 
128.3, 128.2, 122.3, 114.7, 114.0, 70.3, 69.8, 66.4, 55.3, 52.9, 40.7, 37.7, 28.4. IR (CHCl3)  (cm-1) 
3690, 3023, 2399, 1711, 1513. MS (m/e, rel intensity) 531 (MH
+
, 1), 457 (50), 304 (100). Exact mass : 
calculated for C32H37N1O6: 531.2621, found: 531.2628. []
20
D +3.09 (c=2.51, CHCl3) 
 
 349 
Tyr//Gly acid (14)
 4
 
The benzyl ester 13 (854mg, 1.60mmol) was dissolved in THF (10ml). LiOH (9.6ml, 0.5M in H2O, 
4.8mmol) was added and the reaction was stirred for 16h. The resulting mixture was dissolved in H2O 
(10ml) and washed with EtOAc (3 x 20 ml). The aqueous phase was acidified with 1N HCl to reach pH 
4 and extracted with EtOAc (3 x 15 ml). The organic extract were combined, dried (MgSO4) and 
concentrated under vacuum. The crude compound was purified by flash chromatography on silica gel 
eluting with MeOH and DCM (from 1:99 to 1:9) to yield the title compound as a white solid (512mg, 
72%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.37 (d, 2H, J=8.7 Hz), 7.09 (d, 2H, J=8.4 Hz), 6.95-6.89 
(m, 4H), 5.68-5.55 (m, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.45 (br, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.11 (d, 2H, J=5.6 Hz), 2.78 (d, 
2H, J=6.6 Hz), 1.42 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 176.4, 159.4, 157.6, 134.3, 132.9, 
130.5, 129.2, 129.1, 122.0, 114.7, 114.0, 79.7, 69.8, 55.3, 52.9, 40.7, 37.3, 28.3. IR (CHCl3)  (cm-1) 
3615, 3023, 2399, 1515, 1214. MS (m/e, rel intensity) 441 (MH
+
, 1), 214 (70), 121 (100). Exact mass : 
calculated for C25H31N1O6: 441.2151, found: 441.2154. []
20
D +1.29 (c=0.37, CHCl3) 
 
 350 
Gly//Gly amino acid (15)
 5
 
 
Commercially available trans-β-hydromuconic acid (30.0g, 207.9mmol) was dissolved in CHCl3 
(900ml) at 45
o
C under stirring. Concentrated H2SO4 (90ml) was then added, followed by small portions 
of NaN3 (13.5g, 207.9mmol) over a period of 35 min. The viscous solution was stirred for 5h at 45
o
C 
and for 16h at rt. The resulting solution was extracted with H2O (3 x 250ml) and the combined aqueous 
layers were diluted with H2O (400ml) to dissolve small floating particles. Meanwhile, Dowex resin 
50WX8-100 (650ml) was washed with de-ionized H2O (1.5 l) and 0,1N HCl (1l). The resulting resin 
was then loaded with the aqueous extract, rinsed with deionized H2O until pH 7. The product was 
finally eluted with 0,1N pyridine. All washings were performed under atmospheric pressure. The 
fractions with the desired title product were concentrated. The resulting white precipitate was filtered, 
rinsed with iPrOH and dried under vacuum (11.7g, 49%). 1H NMR (300 MHz, D2O, TMS) (ppm) 
5.86 (m, 1H), 5.50 (m, 1H), 3.45 (d, J=6.5 Hz, 2H), 2.87 ppm (d, 2H, J=7Hz); 13C NMR (75 MHz, 
D2O, TMS) (ppm) 180.0, 132.8, 123.0, 40.8 ppm; IR (KBr)  (cm-1) 2800 br, 1630, 1560, 1490, 
1370, 980. MS (m/e, rel intensity) 116 (MH
+
). Exact mass : calculated for C5H8NO2 : 114.0555, 
found: 114.0553. 
 351 
Gly//Gly fluorenylmethyl carbamate (16)
 6
 
The amino acid 15 (100mg, 0.860mmol) was dissolved in an aq solution of Na2CO3 10% (w/w) (2.3ml, 
2.15mmol). Fmoc-Cl (222mg, 0.860mmol) was dissolved in THF (4ml) and slowly added to the 
aqueous solution under stirring at 0°C. The reaction was allowed to reach rt and stirred for 4h. The 
mixture was diluted in H2O (100ml) and washed with Et2O (2 x 15ml). The aqueous phase was 
acidified with 1N HCl to reach pH 4 and extracted with EtOAc (3 x 30ml). The organic phases were 
collected together, dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The title product was obtained as a 
white solid (263mg, 90%).  1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.76 (d, 2H, J=7.4 Hz), 7.59 (d, 2H, 
J=7.4 Hz), 7.43-7.38 (m, 2H), 7.34-7.28 (m, 2H), 5.70-5.62 (m, 2H), 4.83 (br, 2H), 4.42 (d, 2H, J=6.8 
Hz), 4.24 (t, 1H, J=6.8 Hz), 3.89-3.75 (m, 2H), 3.14 (d, 2H, J=5.6 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 176.4, 143.9, 141.3, 130.8, 127.7, 127.1, 125.0, 123.6, 120.0, 66.7, 47.2, 42.5, 37.1. IR (CHCl3) 
 (cm-1) 3599, 3018, 2394, 1524. MS (m/e, rel intensity) 337 (MH+, 1), 178 (100), 165 (25). Exact 
mass : calculated for C20H19N1O4: 337.1314, found: .337.1312. 
 
 352 
Conjugated  amino acid methyl ester (18) 7,8 
 
3-amino-1-propanol 17 (6.09g, 80.9mmol), Boc2O (18.5g, 84.9mmol) and NaHCO3 (9.50g, 113mmol) 
were dissolved in DCM (60ml) and H2O (200ml). The mixture was vigorously stirred for 16h at rt and 
the phases were separated. The aqueous layer was extracted with DCM (3 x 60ml). The organic extract 
were combined, an aqueous solution 0.5N NaHCO3 / 0.05N K2CO3 (270ml) was added and the mixture 
was vigorously stirred. Trichloroisocyanuric acid (7.50g, 32.4mmol) and TEMPO (60.0mg, 1.61mmol) 
were added and the mixture was stirred for 50min at rt. The two phases were separated and the aqueous 
phase was extracted with DCM (3 x 40ml). The organic phases were collected together, dried (MgSO4) 
and methyl (triphenylphosphoranylidene) acetate (27g, 80,9g) was directly added to the solution at 0
o
C. 
The reaction was allowed to warm to rt and stirred for 16h. The solution was concentrated under 
vacuum, dissolved in Et2O and hexanes. The solution was placed at 0
o
C for 16h, filtered and 
concentrated under vacuum. The crude oil was purified by flash chromatography on silica gel eluting 
with EtOAc and hexanes (from 3:17 to 3:7) to afford the title compound as colorless oil (7.51g, 40%). 
The spectroscopic data corresponded with those in the literature.
8
 
 353 
Gly//Phe methyl ester (19)
 9
 
n-Buli (6.6ml, 1.6M, 10.5mmol) was added to di-isopropylamine (1.44ml, 10.3mmol) under an Ar 
atmosphere at -10
o
C. The solution was stirred for 10 min, cooled to -78
o
C and anh THF (5ml) was 
added. A solution of the conjugated ester 18 (1.00g, 4.40mmol) in anh THF (10ml) was added slowly 
during 25min to the reaction. The mixture was stirred at -78
o
C for 30min and then benzyl bromide 
(0.73ml, 6.1mmol) was added. The reaction was again stirred for 4h, quenched afterward at -78
o
C with 
citric acid 15% (w/w) (10 ml) and H2O (50 ml). The mixture was allowed to warm to rt. The THF was 
concentrated under vacuum and the aqueous phase was extracted with Et2O (3 x 25ml). The combined 
organic phases were dried (MgSO4) and adsorbed on silica gel. The crude product was purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (from 1:19 to 3:17). The title compound was 
obtained as a colorless oil (334mg, 24%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.29-7.11 (m, 5H), 
5.63 (dd, 1H, J=8.5 and 15.5 Hz), 5.48 (dt, 1H, J=5.5 and 15.5 Hz), 4.45 (br, 1H), 3.70-3.63 (m, 2H), 
3.29 (q, 1H, J=8.0 Hz), 3.06 (dd, 1H, J=8.0 and 13.5 Hz), 2.80 (dd, 1H, J=8.0 and 13.5 Hz), 1.43 (s, 
9H).  13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 173.8, 155.6, 138.5, 129.9, 129.0, 128.9, 128.3, 126.5, 79.4, 
51.9, 50.6, 42.1, 38.7, 28.4. IR (KBr)  (cm-1) 3372, 2979, 1730, 1513. MS (m/e, rel intensity) 320 
(MH
+
, 20), 281 (100), 220 (43). Exact mass : calculated for C18H26N1O4: 320.1862, found: 320.1850. 
 
 354 
Gly//Phe fluorenylmethyl carbamate (20)
 6
 
The ester 19 (330mg, 1.03mmol) was dissolved in ACN (4ml) and 3N aq HCl (14ml). The solution was 
stirred for 16h at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum and dried using toluene three 
times. The crude salt obtained was dissolved in aq Na2CO3 (3.6ml, 1M, 3.6mmol). A solution of Fmoc-
Cl (293mg, 1.13mmol) in THF (5ml) was added slowly to the aqueous mixture at 0°C. The reaction was 
allowed to warm at rt and stirred for 16 h. The resulting mixture was diluted in H2O (100ml), acidified 
with 1N HCl to reach pH 2 and extracted using Et2O (3 x 40ml). The organic extract were combined, 
dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The crude compound was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with EtOAc, hexanes and AcOH (30:69:1) to yield the title 
compound as a yellowish oil (389 mg, 88%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.76 (d, 2H, J=7.5 
Hz), 7.58 (d, 2H, J=7.5 Hz), 7.40 (t, 2H, J=7.0 Hz), 7.34-7.13 (m, 7H), 5.65 (dd, 1H, J=8.5 and 15.5 
Hz), 5.46 (dt, 1H, J=5.5 and 15.5 Hz), 4.68 (br, 1H), 4.41 (d, 2H, J=7.0 Hz), 4.21 (t, 1H, J=7.0 Hz), 
3.75 (t, 2H, J=5.5 Hz), 3.33 (q, 1H, J=8.5 Hz), 3.06 (dd, 1H, J=8.0 and 13.5 Hz), 2.80 (dd, 1H, J=8.0 
and 13.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 178.5, 156.3, 143.9, 141.4, 138.3, 130.0, 129.1, 
129.0, 128.4, 128.4, 127.8, 127.1, 126.6, 120.0, 66.8, 50.4, 47.2, 42.5, 38.3. IR (CHCl3)  (cm-1) 3408, 
3068, 2948, 1712. MS (m/e, rel intensity) 428 (MH
+
, 7), 206 (100), 178 (100). Exact mass : calculated 
for C27H26N1O4: 428.1862, found: 428.1848. 
 
 355 
α-Diazoketone (21) 10 
Diazomethane was prepared by adding dropwise a solution of Diazald
®
 in Et2O to a stirring solution of 
KOH in EtOH and H2O at 65
o
C. The solution of diazomethane in Et2O was obtained by distillation of 
the mixture and used immediately. N-Boc-l-phenylalanine (11.3g, 42.3mmol) was dissolved in anh 
DCM (50ml). NMM (11.6ml, 105mmol) was added and the solution was stirred for 10min under an Ar 
atmosphere. The reaction was cooled down to -25
o
C and a solution of isobutylchloroformate (6.65ml, 
50.9mmol) in anh DCM (25ml) was added slowly in 10min. The reaction was stirred at -25
o
C for 10 
min. The salts formed were filtered and the resulting solution was again stirred at -25
o
C. The 
diazomethane (59.3mmol) solution was added. The reaction was allowed to warm to rt and stirred for 
16h. The mixture was quenched using sat. NH4Cl (20ml), H2O (20ml) and 1N HCl (10ml). The two 
phases were separated and the aqueous phase was extracted with EtOAc (3 x 25ml). The combined 
organic phases were dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The crude compound was purified 
by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (1:4) to yield the title compound 
as a yellow solid (9.93g, 81%). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.35-7.19 (5H, m), 5.28 (1H, br), 
5.19 (1H, br), 4.45 (1H, br), 3.12-2.98 (2H, m), 1.43 (9H, s). The spectroscopic data corresponded with 
those in the literature.
10
 
 
 356 
Methyl ester (22)
 10
 
The α-diazoketone 21 (9.93g, 34.3mmol) was dissolved in MeOH (100ml). A solution of silver 
benzoate (782mg, 3.43mmol) in NMM (5ml) was added dropwise at 0
o
C. The reaction darkened in 
color and was stirred for 16h at rt. The resulting mixture was filtered through Celite and was 
concentrated to half the original volume under vacuum. The remaining solution was diluted in EtOAc 
(300ml) and washed with 1N HCl (3 x 100ml). The organic phase was dried (MgSO4) and concentrated 
under vacuum. The mixture was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and 
hexanes (from 3:17). The title ester was obtained as a white solid (9.30g, 93%). 
1
H NMR (300 MHz, 
CDCl3 )  (ppm) 7.36-7.19 (5H, m), 5.07 (1H, br), 4.20 (1H, br), 3.73 (3H, s), 3.03-2.80 (2H, m), 2.61-
2.44 (2H, m), 1.43 (9H, s). 
 The spectroscopic data corresponded with those in the literature.
10
 
 
 357 
Conjugated  amino acid methyl ester 24 11 
The methyl ester 22 (9.30g, 31.7mmol) was dissolved in anh DCM (500ml) under an Ar atmosphere. 
The solution was stirred at -90
o
C and DIBAL (49ml, 1.5M in toluene, 73mmol) was added dropwise 
over 25min so that temperature remained under -85
o
C. The reaction was stirred for 1h, then quenched 
slowly afterwards with MeOH (30ml). The mixture was adsorbed on silica gel and purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:4). The isolated aldehyde 23 (4.20g, 50%) 
was immediately dissolved in DCM (150ml) and methyl (triphenylphosphoranylidene) acetate (27g, 
80,9g) was added to the solution at 0
o
C. The reaction was allowed to warm to rt and stirred for 16h. The 
solution was concentrated under vacuum, dissolved in Et2O and hexanes. The solution was placed at 
0
o
C for 16h, filtered and concentrated under vacuum. The crude oil was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (3:17) to afford the title compound as 
white solid (4.50g, 87%). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.43-7.17 (5H, m), 6.97 (1H, dt, 
J=16.0, 7.5 Hz), 5.91 (1H, d, J=16.0), 4.44 (1H, br), 4.01 (1H, br), 3.77 (3H, s), 2.92-2.73 (2H, m), 
2.52-2.25 (2H, m), 1.44 (9H, s). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 166.6, 155.1, 144.9, 137.5, 
129.4, 128.5, 126.6, 123.7, 79.5, 51.5, 50.7, 40.6, 36.5, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3436, 3366, 2978, 
1713, 1659, 1497, 1366, 1169. MS (m/e, rel intensity) 320 (MH
+
, 1), 228 (73), 129 (100). Exact mass : 
calculated for C18H26N1O4: 320.1862, found: 320.1866. []
20
D -12.1 (c=0.96, CHCl3) 
 
 358 
Phe//Leu methyl ester (25)
 9
 
n-Buli (12.2ml, 2.3M, 28.2 mmol) was added to di-isopropylamine (4.20ml, 30.1 mmol) and TMEDA 
(7.10ml, 47.0mmol) under an Ar atmosphere at -10
o
C. The solution was stirred for 10 min, cooled to -
78
o
C and anh THF (50ml) was added. A solution of the methyl ester 24 (3.00g, 9.40mmol) in anh THF 
(50ml) was added slowly during 20min to the reaction. The mixture was stirred at -78
o
C for 15min and 
then isopropyl iodide (11.0 ml, 94.0 mmol) was added. The reaction was again stirred for 3h, quenched 
afterward at -78
o
C with brine (40ml). The solution was allowed to warm to rt and 1N HCl was added to 
reach pH 2. The THF was concentrated under vacuum and H2O (200 ml) was added. The aqueous phase 
was extracted with Et2O (3 x 100ml). The combined organic phases were dried (MgSO4) and 
concentrated under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel 
using EtOAc and hexanes (from 1:9 to 3:17). The title compound was obtained as a colorless oil 
(569mg, 16%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.29-7.12 (m, 5H), 5.51 (dd, 1H, J=5.0 and 15.5 
Hz), 5.41 (dt, 1H, J=7.5 and 15.5 Hz), 4.37 (br, 2H), 3.64 (s, 3H), 3.04 (q, 1H, J=7.5 Hz), 2.87 (dd, 1H, 
J=6.0 and 13.5 Hz), 2.76 (dd, 1H, J=7.0 and 13.5 Hz), 1.54-1.20 (m, 4H), 1.40 (s, 9H), 0.82 (dd, 6H, 
J=6.5 and 10.0 Hz).  13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 174.7, 155.0, 137.3, 132.3, 129.6, 128.8, 
128.3, 126.4, 51.7, 46.9, 41.7, 41.2, 29.7, 28.3, 25.3,22.7,21.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3373, 2954, 1709, 
1500. MS (m/e, rel intensity) 376 (MH
+
, 31), 259 (67), 184 (100). Exact mass : calculated for 
C22H34N1O4: 376.2488, found: 376.2478. []
20
D +35.3 (c=2.27, CHCl3) 
 
 359 
Phe//Leu amino acid (26)
 9
 
The methyl ester 25 (569mg, 1.03mmol) was dissolved in THF (20ml) and 6N HCl (60 ml). The 
solution was stirred at rt for 36h. The resulting mixture was concentrated under vacuum. The crude 
mixture was dissolved using H2O and ACN. This solution was frozen and lyophilized. The title product 
was obtain as a yellowish powder (289mg, 72%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.36-7.17 (m, 
5H), 5.67-5.44 (m, 2H), 3.99-3.89 (m, 1H), 3.15-2.82 (m, 3H), 1.59-1.00 (m, 3H), 0.86 (dd, 2H, J=6.5 
and 9.0 Hz), 0.73 (dd, 4H, J=4.5 and 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 175.8, 135.9, 
135.4, 129.3, 129.2, 128.4, 127.1, 126.8, 54.6, 40.7, 39.0, 24.7, 21.8, 20.6. IR (NaCl)  (cm-1) 3026, 
2952, 1724, 1498. MS (m/e, rel intensity) 262 (MH
+
, 100), 170 (52), 120 (15). Exact mass : calculated 
for C16H24N1O2: 262.1807, found: 262.1813. []
20
D +50.8 (c=0.58, MeOH) 
 
 
 360 
Boc-Tyr(OtBu)-Gly-Gly-OPFP (28)
 12
 
Protected peptide synthesis: 
The resins are always washed using DMF (3x), iPrOH (3x) and DCM (3x), otherwise the solvents are 
mentioned explicitly. For all Fmoc deprotections, the resin was treated with 25% piperidine in DMF 
and the suspension was agitated in a shaker for 20 min. All coupling were performed using equals 
equivalents of protected amino acids and HBTU; with two times more equivalents of NMM in DMF 
and the suspension was agitated in a shaker.  
 
The protected peptide was synthesized manually using 2.5g of 2-Clorotrityl chloride resin loading: 
1.3mmol/g. The initial coupling was achieved with Fmoc-glycine (1.10g, 3.57mmol), DIPEA (2.7ml), 
DMF (5ml) and DCM (2.5ml). The mixture was agitated in a shaker for 16h. The resin was washed 
with a solution of DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1) 3 times, then DCM (3x), DMF (3x) and DCM (3x). 
After drying under vacuum, loading was quantified by UV quantitation of Fmoc release. Final loading 
was found to be 0.59mmol/g.  
 
The resin was deprotected and then washed. A coupling solution of Fmoc-Glycine (1.76g, 5.90mmol) 
and other previously mentioned couplings agents was added to the vessel and the suspension was 
agitated for 16h. The resin was washed, deprotected and then washed again. A coupling solution of 
commercially available Boc-Tyrosine(OtBu) (2.25g, 6.67mmol) was added to the vessel and the 
suspension was agitated for 16h. The resin was washed. The protected peptide was cleaved from the 
resin by 2 min treatment with 1% TFA in DCM (10 x 10ml) followed by washing with DCM (6 x 10ml) 
and MeOH (6 x 10ml). All washes and acid solutions were collected in test tubes containing (3ml) 10% 
pyridine in MeOH. The acid solution and subsequent washes were combined and concentrated up to 
5ml under vacuum. H2O (80ml) was added to the solution and 1N HCl was added to reach pH 3. The 
aqueous solution was extracted with EtOAc (3 x 25ml). The combined organic phases were dried 
(MgSO4) and concentrated up to 5 ml under vacuum.  
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Pentafluorophenol (375mg, 2.07mmol) and HOBt (51mg, 0.375mmol) were added to the crude solution 
of protected peptide 27. DIC (0.530ml, 3.42mmol) was added dropwise and the mixture was stirred for 
16h at rt. The resulting organic phase was washed with saturated aq NaHCO3 (30ml) and H2O (2 x 
30ml). The combined organic phases were dried (MgSO4) and adsorbed on silica gel. The mixture was 
purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (3:2). The title compound was 
obtained as a white solid (38.2mg, 4%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.08 (d, 2H, J=8.5 Hz), 
6.94 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.50 (t, 1H, J=6.0 Hz), 4.98 (d, 1H, J=6.0 Hz), 4.39 (dd, 2H, J=6.0 and 18.0 
Hz), 4.29 (dd, 2H, J=6.0 and 18.0 Hz), 4.18 (q, 1H, J=7.0 Hz), 4.02 (dd, 2H, J=6.0 and 17.0 Hz), 3.93 
(dd, 2H, J=6.5 and 17.0 Hz), 3.09 (dd, 1H, J=7.0 and 14.0 Hz), 2.95 (dd, 1H, J=8.0 and 14.0 Hz), 1.39 
(s, 3H), 1.33 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.3, 169.6, 165.9, 156.2, 154.5, 142.6, 
139.4, 139.3, 136.2, 130.9, 129.6, 124.5, 81.0, 78.7, 56.8, 42.8, 40.4, 37.0, 28.8, 28.2. IR (NaCl)  (cm-
1) 3311, 2980, 1801, 1664, 1518. MS (m/e, rel intensity) 617 (M
+
, 100). 
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Tyr-Gly-Gly-Phe//Leu 
The amino acid 26 (18.8mg, 0.0720mmol) was dissolved in H2O (0.5ml) and THF (1ml), then NMM 
(0.0130ml, 0.120mmol) was added. The solution was stirred at rt for 5min. A solution of the actived 
ester 28 (664 mg, 1.32mmol) in THF (20ml) was added. The reaction was stirred for 16h at rt. The 
resulting mixture was concentrated under vacuum and dried under vacuum using toluene 3 times. The 
protected peptide obtained (500mg, 1.32mmol) was dissolved in DCM (5ml) and TFA (2ml). The 
reaction was stirred for 2h at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum and dried under 
vacuum using toluene 3 times. The crude peptide was purified using preparative reverse-phase HPLC, 
detecting at 280 nm, with a C18 column and using ACN gradient in a 0.1% TFA aq solution (from 1:4 
to 2:3). The purity of all fractions was analyzed using an analytical HPLC, detecting at 214 nm, with a 
C18 column. Using this method the two diastereoisomeres were separated. 
More polar diastereoisomere : Tyr-Gly-Gly-Phe//Leu (4) 
A white solid (6.4mg, 15%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3+TFA)  (ppm) 7.81 (br, 1H), 7.47 (br, 1H), 
7.38-7.09 (m, 5H), 7.03 (br, 2H), 6.81 (br, 2H), 5.77 (dd, 1H, J=8.5 and 15.0 Hz), 5.59 (dd, 1H, J=8.0 
and 15.0 Hz), 4.69 (br, 1H), 4.13 (br, 1H), 3.88 (br, 1H), 3.17-3.04 (m, 4H), 2.87 (br, 1H), 1.62-1.25 
(m, 3H), 0.83 (dd, 6H, J=6.5 and 9.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3+TFA)  (ppm) 180.2, 179.2, 
155.2, 135.8, 130.6, 129.4, 129.2, 129.1, 128.7, 128.2, 127.1, 126.9, 116.4, 56.4, 46.6, 40.5, 40.4, 39.4, 
25.5, 25.2, 22.4, 22.2, 21.7. IR (NaCl)  (cm-1) 3069, 2963, 2872, 1669, 1517. MALDI-TOF (m/e, rel 
intensity) 538.5 (MH
+
, 100). []20D +22.4 (c=0.64, MeOH) 
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Less polar diastereoisomere : Tyr-Gly-Gly-Phe//DLeu (6) 
A white solid (16.4mg, 39%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3+TFA)  (ppm) 7.75 (br, 1H), 7.65 (br, 1H), 
7.50 (br, 2H), 7.32-7.20 (m, 3H), 7.11 (d, 2H, J=6.5 Hz), 7.04 (d, 2H, J=8.0 Hz), 6.81 (d, 2H, J=8.0 
Hz), 5.53 (dd, 1H, J=6.0 and 15.5 Hz), 5.42 (dd, 1H, J=8.5 and 15.5 Hz), 4.67 (t, 1H, J=7.0 Hz), 4.50 
(br, 1H), 4.18-3.82 (m, 4H), 3.11-3.05 (m, 2H), 2.86 (d, 2H, J=7.0 Hz), 1.56-1.51 (m, 1H), 1.38-1.25 
(m, 2H), 0.82 (dd, 6H, J=6.0 and 11.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3+TFA)  (ppm) 177.1, 175.9, 
171.2, 170.8, 131.1, 130.5, 130.0, 129.2, 128.7, 127.1, 124.3, 116.2, 112.4, 55.6, 53.5, 46.6, 43.0, 40.5, 
36.4, 31.7, 25.3, 22.5, 21.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3287, 3066, 2954, 1667, 1517. MALDI-TOF (m/e, rel 
intensity) 539.4 (MH
+
, 100). []20D +31.1 (c=0.85, MeOH) 
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General method for all tetrapeptide peptide synthesis on solid support:
 12
 
The resins are washed using DMF (3x), iPrOH (3x) and DCM (3x), unless stated otherwise. 
 
B) Loading of the resin13 : The Wang resin (1 g, 0.07mmol/g factory loading) was placed in a 
sintered glass peptide synthesis vessel. The 2 equivalents of the first amino acid, 2 equivalents 
of 2,6-dichlorobenzoylchloride and 4 equivalents of pyridine were added to the resin. The 
suspension was agitated in a shaker for 16. The resin was washed. All loading were quantified 
by UV quantitation of Fmoc release: An aliquot (10mg) of resin was dried under vacuum; a 
piperidine (1ml) and DMF (1ml) solution was added and the suspension was agitated in a shaker 
for 30 min; a portion of the solution (0.5ml) was diluted in DCM (4.5ml) and was read with a 
UV spectrometer. 
Loading of the resin (mmol/g): (Absorbance 301nm x 10
3
 x 20) / (7800 x weight of the aliquot) 
The loadings obtained for each resins are mentioned. 
 
B) After the initial loading
14,15
, the remaining free sites were protected using equal amounts of benzoyl 
chloride and pyridine; the solution was agitated in a shaker for 4h. For all Fmoc deprotections the resin 
was treated with 50% piperidine in DMF and the suspension was agitated in a shaker for 20 min. All 
three couplings were performed using 3 equivalents of protected amino acid and HBTU; with 6 
equivalents of NMM in a minimum volume of DMF and the suspension was agitated in a shaker. All 
couplings procedures were stopped after 16h or after the Kaiser‟s test result was negative. The amount 
of modified amino acid used in coupling for each tetrapeptide is mentioned.  
 
C) All the final peptides were cleaved from their resin in a glass vial and the suspension was stirred for 
1h30min with a magnetic stirrer. All cleavage solution were done with 95% TFA, 2.5% H2O, 2.5% 
TIPS. For peptides 22 and 24 92.5% TFA, 2.5% H2O, 2.5% TIPS and 2.5% EDT (1,2-ethanedithiol) 
was used as  the cleavage solution. For each grams resin, 3ml of cleavage solution were used. After 
cleavage, the mixtures were filtered on cotton and dropped in a large amount of water (20ml). The 
remaining solvents were concentrated under vacuum and the aqueous solution was frozen and 
lyophilized. For peptides 21-24 after cleavage the mixture was filtered on cotton and dropped in Et2O 
(50ml) at 0
o
C. The obtained precipitates were centrifuged and the major part of the Et2O was removed 
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by decantation. The remaining precipitates were dissolved in 50% aq AcOH and all the Et2O was 
removed from the solution under vacuum. The solution was frozen and lyophilized.  
  
D) All crude peptide were purified using preparative reverse-phase HPLC, detecting at 280 nm, with a 
C18 column and using ACN gradient in a 0.1% TFA aq solution (from 1:9 to 2:3). The purity of all 
fractions was analyzed using an analytical HPLC, detecting at 214 nm, with a C18 column. All pure 
fractions were combined, frozen and lyophilized. 
 
Tyr//Gly-Gly-Phe-Leu-OH (1) 
0.5g of resin with a loading of 0.265mmol/g were used. The Tyr//Gly acid 14 (220mg, 0.500mmol) was 
used in the final coupling. The title peptide was obtained as a white solid (42.8mg, 60%). 1H NMR 
(300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.45 (br, 1H), 7.95 (br, 1H), 7.26-7.18 (m, 5H), 7.03 (d, 2H, J=8.5 Hz), 
6.73 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.86-5.51 (m, 2H), 4.81-4.70 (m, 2H), 4.51-4.42 (m, 1H), 3.92-3.73 (m, 3H), 
3.27-3.16 (m, 2H), 3.21-2.82 (m, 6H), 1.72-1.63 (m, 3H), 0.95 (d, 3H, J=6.0 Hz) 0.91 (d, 3H, J=6.0 Hz) 
. 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 172.0, 169.7, 157.0, 136.8, 130.2, 129.7, 129.0, 128.0, 126.4, 
125.8, 54.6, 54.1, 41.9, 40.1, 38.4, 38.2, 37.6, 24.5, 21.9, 20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3500-2650 (br), 
1652, 1513, 1204. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 539 (MH
+
, 100). []20D -3.645 (c=0.31, MeOH) 
 366 
 
Tyr-Gly//Gly-Phe-Leu-OH (2) 
0.5g of resin with a loading of 0.265mmol/g were used. The Gly//Phe acid 20 (120mg, 0.360mmol) was 
used in the second coupling. The title peptide was obtained as a white solid (16.6mg, 23%). 1H NMR 
(300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.86 (br, 1H), 7.27-7.19 (m, 5H), 7.06 (d, 2H, J=8.3 Hz), 6.76 (d, 2H, 
J=8.3 Hz), 5.62-5.40 (m, 2H), 4.77-4.64 (m, 2H), 4.38 (br, 1H), 3.90-3.98 (m, 1H), 3.81-3.67 (m, 2H), 
3.21-2.84 (m, 6H), 1.77-1.62 (m, 3H), 0.95 (d, 3H, J=6.0 Hz) 0.92 (d, 3H, J=6.0 Hz) . 13C NMR (75 
MHz, CD3OD)  (ppm) 173.6, 173.4, 169.5, 158.1, 138.4, 131.6, 130.4, 129.4, 127.7, 126.6, 116.8, 
56.1, 55.8, 51.6, 41.9, 39.9, 38.9, 37.9, 26.0, 23.4, 22.0. IR (NaCl)  (cm-1) 3750-3000 (br), 2090, 
1631, 1204. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 539 (MH
+
, 100). []20D +3.93 (c = 0.27, MeOH) 
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Tyr-Gly-Gly//Phe-Leu-OH  
Since the Gly//Phe acid 20 was racemic two diastereoisomeres were obtained with this synthesis. 1g of 
resin with a loading of 0.160mmol/g were used. The Gly//Phe acid 20 (194mg, 0.450mmol) was used in 
the first coupling. Again, using preparative reverse phase HPLC the two diastereoisomeres were 
separated. 
More polar diastereoisomere : Tyr-Gly-Gly//Phe-Leu-OH (3) 
The title peptide was obtained as a white solid (77.0mg, 80%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 
8.20 (d, 1H, J=8.0 Hz), 7.23-7.06 (m, 7H), 6.75 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.64 (dd, 1H, J=8.5 and 15.5 Hz), 
5.41 (dt, 1H, J=6.0 and 15.5 Hz), 4.31-4.38 (m, 1H), 4.00 (t, 1H, J=7.0 Hz), 3.94-3.74 (m, 2H), 3.70 (d, 
2H, J=6.0 Hz), 3.41 (dt, 1H, J=6.0 and 15.5 Hz), 3.14-2.68 (m, 4H), 1.56 (d, 2H, J=5.5 Hz), 1.54-1.31 
(m, 1H), 0.88 (dd, 6H, J=6.0 and 13.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 174.6, 174.4, 169.2, 
168.9, 156.8, 138.8, 130.1, 130.0, 128.8, 128.0, 127.8, 125.8, 124.6, 115.4, 54.7, 51.3, 50.6, 41.8, 40.2, 
40.1, 38.2, 36.2, 24.5, 21.9, 20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3634-2561 (br), 2957, 1670, 1451. MALDI-TOF 
(m/e, rel intensity) 539.4 (MH
+
, 100). []20D -1.86 (c=1.47, MeOH) 
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Less polar diastereoisomere : Tyr-Gly-Gly//DPhe-Leu-OH (5) 
The title peptide was obtained as a white solid (64.7.0mg, 67%). 1H NMR (300 MHz, CD3OD)  
(ppm) 8.05 (d, 1H, J=8.0 Hz), 7.23-7.06 (m, 7H), 6.75 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.70 (dd, 1H, J=7.5 and 15.0 
Hz), 5.60 (dt, 1H, J=5.0 and 15.0 Hz), 4.28-4.23 (m, 1H), 4.00 (t, 1H, J=7.0 Hz), 3.95-3.71 (m, 4H), 
3.09 (dd, 1H, J=6.5 and 14.5 Hz), 2.98-2.90 (m, 2H), 2.74 (dd, 1H, J=6.5 and 14.5 Hz), 1.41-1.34 (m, 
2H), 1.10-0.98 (m, 1H), 0.71 (dd, 6H, J=6.5 and 19.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 
174.6, 174.0, 169.2, 168.9, 156.8, 138.8, 130.3, 130.1, 128.7, 128.0, 127.4, 125.9, 124.6, 115.4, 54.7, 
51.5, 50.2, 41.8, 40.3, 40.1, 38.6, 36.2, 23.9, 22.0, 20.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3634-2548 (br), 2957, 
1670, 1445. MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 539.2 (MH
+
, 100). []20D +17.80 (c=1.44, MeOH) 
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Tyr//Gly-Gly-Phe-Met(o)-OH (7) 
0.5g of resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. The Tyr//Gly acid 14 (220mg, 0.500mmol) was 
used in the final coupling. The title peptide was obtained as a white solid (53.6mg, 77%). 1H NMR 
(300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.45 (br, 1H), 8.10-8.02 (m, 1H), 7.27-7.21 (m, 5H), 7.04 (d, 2H, J=8.5 
Hz), 6.74 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.85-5.56 (m, 2H), 4.69-4.51 (m, 2H), 3.91-3.73 (m, 3H), 3.21-2.81 (m, 
10H), 2.66 (s, 3H), 2.41-2.27 (m, 1H), 2.21-2.08 (m, 1H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 172.4, 
172.2, 172.0, 169.9, 156.4, 136.8, 130.2, 129.8, 128.9, 128.1, 126.4, 125.8, 115.2, 54.6, 51.4, 49.6, 
42.0, 38.4, 38.2, 37.1, 36.8, 36.7, 24.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3750-3100 (br), 2103, 1646, 1518. MS (m/e, 
rel intensity) 573 (MH
+
, 100). []20D +2.03 (c=1.97, MeOH) 
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 Tyr-Gly//Gly-Phe-Met(o)-OH (8) 
0.5g of resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. The Gly//Phe acid 20 (120mg, 0.360mmol) was 
used in the second coupling. The title peptide was obtained as a white solid (56.1mg, 80%). 1H NMR 
(300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.51 (br, 1H), 8.29 (br, 1H), 7.98 (br, 1H), 7.27-7.19 (m, 5H), 7.06 (d, 2H, 
J=8.5 Hz), 6.76 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.61-5.32 (m, 2H), 4.69-4.35 (m, 2H), 3.98-3.89 (m, 1H), 3.72 (d, 
2H, J=4.4 Hz), 3.08-3.03 (m, 2H), 2.98-2.82 (m, 6H), 2.63 (s, 3H), 2.40-2.26 (m, 1H), 2.21-2.06 (m, 
1H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.9, 173.7, 173.6, 169.4, 158.2, 138.2, 131.6, 130.4, 
129.4, 127.8, 126.6, 126.1, 116.8, 56.1, 41.9, 39.8, 38.2, 37.9, 26.0. IR (NaCl)  (cm-1) 3800-2520 (br), 
1664, 1512, 1201. MS (m/e, rel intensity) 573 (MH
+
, 100). []20D +8.10 (c=0.51, MeOH) 
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ANNEXE 3 : PARTIE EXPÉRIMENTALE ET SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE 
NUCLÉAIRE DES PROTONS POUR CHAPITRE 1 (COMPOSÉS B1-B14) 
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Methyl Ester (2) 
 
Diazomethane was prepared by adding dropwise a solution of Diazald
®
 in Et2O to a stirring solution of 
KOH in EtOH and H2O at 65 
o
C. The solution of diazomethane in Et2O (125 mL) was obtained by 
distillation of the mixture and used immediately. Boc-Tyr(tBu)-OH (10.0 g, 29.7 mmol) was dissolved 
in anh DCM (25 ml). NMM (8.17 ml, 74.3 mmol) was added and the solution was stirred for 10 min 
under an Ar atmosphere. The reaction was cooled down to -25 
o
C and a solution of 
isobutylchloroformate (4.66 mL, 35.6 mmol) in anh DCM (10 mL) was added slowly in 10 min. The 
reaction was stirred at -25 
o
C for 10 min. The salts formed were filtered and the resulting solution was 
again stirred at -25 
o
C. The diazomethane (59.4 mmol) solution was added. The reaction was allowed to 
warm to rt and stirred for 16 h. The mixture was quenched using sat. NH4Cl (10 mL), H2O (10 mL) and 
1N HCl (8 mL). The two phases were separated and the aqueous phase was extracted with EtOAc (3 x 
25 mL). The combined organic phases were dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The crude 
compound was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (1:4) to 
yield the title compound as a yellow solid witch was used immediately in the next reaction. The α-
diazoketone obtained (10.4 g, 28.9 mmol) was dissolved in MeOH (150 mL). A solution of silver 
benzoate (659 mg, 2.89 mmol) in triethylamine (10 mL) was added dropwise at 0 
o
C. The reaction 
darkened in color and was stirred for 16 h at rt. The resulting mixture was filtered through Celite and 
was concentrated to 50 mL of solvent under vacuum. The remaining solution was diluted in EtOAc 
(300 mL) and washed with 1N HCl (3 x 100 mL). The organic phase was dried (MgSO4) and 
concentrated under vacuum. The mixture was purified by flash chromatography on silica gel eluting 
with EtOAc and hexanes (from 3:17). The title ester was obtained as a white solid (10.8 g, 97 %).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.11 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.04 (br, 1H), 
4.23-4.09 (m, 1H), 3.72 (3H, s), 2.91 (dd, 1H, J = 6.0, 13.0 Hz), 2.80 (dd, 1H, J = 8.0, 13.0 Hz), 2.55 
(dd, 1H, J = 5.5, 16.0Hz), 2.47 (dd, 1H, J = 6.0, 16.0 Hz), 1.45 (s, 3H), 1.37 (s, 9H). 13C NMR (75 
MHz, CDCl3)  (ppm) 172.5, 155.6, 154.0, 132.9, 130.1, 128.7, 124.6, 78.7, 52.1, 49.2, 40.1, 38.1, 
29.2, 28.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3359, 2976, 1715, 1503, 1164. MS (m/e, rel intensity) 365 (MH+, 3), 
236 (20), 192 (100), 102 (100). Exact mass : calculated for C20H31NO5: 365.2202, found: 365.2193. 
[]D
20
 -5.88 (c = 1.76, CHCl3) 
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General protocol for DIBAL reduction followed by Wittig olefination (3, 7) 
 
The methyl ester 2 (4.70 g, 12.9 mmol) was dissolved in anh DCM (580 mL) under an Ar atmosphere. 
The solution was stirred at -90
o
C and DIBAL (42.6 mL, 1M in hexanes, 42.6 mmol) was added 
dropwise over 25 min so that temperature remained under -85 
o
C. The reaction was stirred for 20 min, 
then quenched slowly afterwards with MeOH (75 mL). The mixture was adsorbed on silica gel and 
purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:4). The isolated aldehyde 
(4.31 g, 12.9 mmol) was immediately dissolved in DCM (200 mL) and methyl 
(triphenylphosphoranylidene) acetate (8.65 g, 25.8 mmol) was added to the solution at 0 
o
C. The 
reaction was allowed to warm to rt and stirred for 16 h. The solution was concentrated under vacuum, 
dissolved in Et2O and hexanes. The solution was placed at 0 
o
C for 16 h, filtered and concentrated under 
vacuum. The crude oil was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and 
hexanes (3:17) to afford the title compound as white solid (4.12 g, 82 %).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.05 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.98-6.88 (m, 3H), 5.86 (d, 1H, J=15.5), 
4.45-4.31 (br, 1H), 4.03-3.85 (br, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.80-2.66 (m, 2H), 2.46-2.21 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 
1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 166.5, 155.2, 153.8, 145.3, 132.6, 129.5, 124.1, 
123.3, 78.1, 77.4, 51.3, 50.8, 39.9, 36.7, 28.7, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3359, 2981, 1727, 1514, 903, 
753. MS (m/e, rel intensity) 391 (M
+
, 4), 279 (24), 228 (63), 172 (92), 128 (100). Exact mass : 
calculated for C22H33N1O5: 391.2359, found: 391.2346. []
20
D -7.07 (c=0.70, CHCl3) 
 
 377 
(E)-α,β-Unsaturated ester 7 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.06 (d, 2H, J=8.0 Hz), 7.03-6.88 (m, 3H), 5.85 (d, 1H, J=15.5 
Hz), 4.29 (br, 1H), 3.93 (br, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.73 (dd, 1H, J=14.0, 6.5 Hz), 2.64-2.50 (m, 2H), 1.36 
(s, 9H), 1.31 (s, 9H), 1.10 (d, 3H, J=7.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 166.8, 155.5, 153.8, 
149.6, 132.7, 129.4, 124.1, 122.2, 79.2, 78.2, 55.4, 51.5, 39.5, 38.5, 28.8, 28.3, 16.4. IR (NaCl)  (cm-
1) 3358, 2976, 1722, 1503, 1365. MS (m/e, rel intensity) 405 (M
+
, 4), 242 (63), 142 (100). Exact mass 
: calculated for C23H35N1O5: 405.2515, found: 405.2419. []
20
D -3.49 (c=1.82, CHCl3) 
 
 378 
General protocol for kinetic deconjugation (4, 8, table 1) 
 
n-BuLi (20 mL, 1.6 M in hexanes, 31.2 mmol) was slowly added to DiPA (6 mL, 41.6 mmol) at -20 
o
C  
under an Ar atmosphere, and the mixture was stirred for 30 min at -20 
o
C. The reaction was cooled to a 
temperature of -80 
o
C, and anh THF (20 mL) was added, then the conjugated ester 3 (4.05g, 10.4 
mmol), dissolved in anh THF (100 mL), was added over a 15 min period. The reaction mixture was 
stirred for 30 min at -80 
o
C, then its temperature was lowered to -85 
o
C, and the reaction was quenched 
rapidly with HCl 1N (120 mL). When the mixture was at rt, a saturated solution of NH4Cl was added, 
then brine, and the mixture was extracted with ethyl ether (4 x 200 mL). The organic layers were 
combined, dried with MgSO4, filtered, evaporated under reduced pressure and purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (from 3:17 to 1:4 to 1:3) to afford the 
title compound as a yellowish oil (3.36g, 83%). 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.03 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.88 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.64 (dtd, 1H, 
J=15.5, 6.5, 1.0 Hz), 5.53 (dd, 1H, J=15.5, 5.0 Hz), 4.58-4.47 (br, 1H), 4.43-4.30 (br, 1H), 3.65 (s, 3H), 
3.02 (d, 2H, J=6.0 Hz), 2.76 (d, 2H, J=6.5 Hz), 1.38 (s, 9H), 1.31 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 171.9, 155.1, 153.9, 134.1, 132.2, 129.9, 124.0, 122.3, 78.2, 52.8, 51.8, 40.9, 37.5, 29.7, 28.8, 
28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3359, 2977, 1743, 1711, 1506, 1159. MS (m/e, rel intensity) 391 (M+, 1), 228 
(44), 172 (100). Exact mass : calculated for C22H33N1O5: 391.2359, found: 391.2346. []
20
D +10.1 
(c=1.10, CHCl3) 
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(E)-β,γ-Unsaturated ester 8 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.03 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.88 (d, 2H, J=8.5 Hz), 5.43 (t, 1H, 
J=7.0 Hz), 4.51 (br, 1H), 4.24 (br, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.03 (d, 2H, J=7.0 Hz), 2.84 (dd, 1H, J=14.0, 6.0 
Hz), 2.70 (dd, 1H, J=14.0, 8.0 Hz), 1.64 (s, 3H), 1.36 (s, 9H), 1.31 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 172.2, 155.1, 153.8, 138.3, 132.5, 129.6, 124.1, 117.2, 78.2, 57.8, 51.8, 39.4, 33.3, 28.8, 28.3, 
14.1. IR (NaCl)  (cm-1) 3351, 2980, 2945, 1715, 1510, 1164. MS (m/e, rel intensity) 405 (M+, 4), 242 
(39), 107 (100). Exact mass : calculated for C23H35N1O5: 405.2515, found: 405.2519. []
20
D -12.78 
(c=1.15, CHCl3) 
 
 
(E)-β,γ-Unsaturated ester Phe-Gly EADI 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.35-7.19 (m, 5H), 5.69 (dd, 1H, J=15.5, 6.5 Hz), 5.58 (dd, 1H, 
J=15.5, 5.0 Hz), 3.71 (s, 3H), 3.08 (d, 2H, J= 6.5 Hz), 2.86 (d, 2H, J= 6.5 Hz), 1.44 (s, 9H). 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3)  (ppm) 171.9, 155.1, 137.3, 133.9, 129.5, 128.3, 126.4, 122.5, 79.4, 52.7, 51.8, 41.6, 
37.5, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3024, 2942, 1714, 1501, 1164. MS (m/e, rel intensity) 320 (MH+, 2), 
228 (27), 128 (100). Exact mass : calculated for C18H26N1O4: 320.1862, found: 320.1869. []
20
D 
+10.62 (c=1.57, CHCl3) 
 
 380 
(E)-β,γ-Unsaturated ester Ser(OTBDPS)-Gly EADI 
 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.66-7.62 (m, 4H), 7.46-7.35 (m, 6H), 5.77 (dtd, 1H, J=15.5, 7.0, 
1.5 Hz), 5.56, (ddt, 1H, J=15.5, 5.5, 1.0 Hz), 4.31 (d, 1H, J=7.5 Hz), 4.34-4.19 (br, 1H), 3.76-3.61 (m, 
2H), 3.67 (s, 3H), 3.07 (d, 2H, J=7.0 Hz), 1.45 (s, 3H), 1.06 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 171.9, 155.4, 135.6, 135.6, 133.1, 132.3, 129.8, 127.7, 123.3, 66.0, 53.6, 51.8, 37.7, 28.4, 27.8, 
19.3. IR (NaCl)  (cm-1) 2991, 2955, 1723, 1591, 1484, 1304. MS (m/e, rel intensity) 498 (MH+, 12), 
442 (13), 384 (100), 340 (30), 199 (29), 128 (32). Exact mass : calculated for C28H40N1O5Si: 498.2676, 
found: 498.2681. []20D +18..2 (c=3.80, CHCl3) 
 
(E)-β,γ-Unsaturated ester Gly-Gly EADI 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.68 (dd, 1H, J=15.5, 5.5 Hz), 5.62 (dt, 1H, J=15.5, 6.5 Hz), 4.58 
(br, 1H), 3.92-3.69 (m, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.07 (d, 2H, J= 6.5 Hz), 1.44 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 172.0, 155.7, 130.8, 123.7, 51.9, 42.1, 37.4, 28.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3163, 2980, 2867 
1628, 1295, 1135. MS (m/e, rel intensity) 230 (MH
+
, 11), 174 (80), 130 (100). Exact mass : calculated 
for C11H20N1O4: 230.1392, found: 230.1397.  
(Z)-β,γ-unsaturated ester Gly-Gly EADI: 1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.66 (m, 2H), 4.59 
(br, 1H), 3.76 (t, 2H, J= 6.0 Hz), 3.69 (s, 3H), 3.09 (d, 2H, J= 6.5 Hz), 1.44 (s, 9H). 
 
 
 381 
(E)-β,γ-Unsaturated ester Pro-Gly EADI 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.68 (dt, 1H, J=15.5, 6.5 Hz), 5.53-5.39 (m, 1H), 4.22 (br, 1H), 
3.67 (s, 3H), 3.48-3.36 (m, 2H), 3.06 (d, 2H, J= 6.5 Hz), 2.04-1.97 (m, 1H), 1.91-1.77 (m, 2H), 1.73-
1.63 (m, 1H), 1.44 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 167.1, 154.7, 134.8, 121.6, 79.1, 58.3, 
51.7, 46.1, 37.5, 29.7, 28.4, 22.9. IR (NaCl)  (cm-1) 3099, 2948, 2870 1726, 1408, 1165. MS (m/e, rel 
intensity) 270 (MH
+
, 15), 214 (46), 96 (100). Exact mass : calculated for C14H24N1O4: 270.1705, 
found: 270.1703. []20D -23.89 (c=1.35, CHCl3) 
 
(E)-β,γ-Unsaturated ester Ser(dimethyl acetal)-Gly EADI 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.72-5.63 (m, 1H), 5.56 (dd, 1H, J=15.0, 7.0 Hz), 4.27 (br, 1H), 
4.02 (dd, 1H, J=9.0, 6.0 Hz), 3.73 (d, 2H, J= 9.0 Hz), 3.68 (s, 3H), 3.08 (d, 2H, J= 7.0 Hz), 1.50 (s, 
6H), 1.47 (s, 6H), 1.43 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 166.9, 151.9, 133.1, 128.1, 125.5, 
123.9, 93.9, 68.1, 51.9, 37.4, 30.3, 29.7, 28.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3024, 2931, 2854, 1690, 1392, 1169. 
MS (m/e, rel intensity) 300 (MH
+
, 13), 244 (24), 184 (100). Exact mass : calculated for C15H26N1O5: 
300.1811, found: 300.1816. []20D +4.09 (c=1.22, CHCl3) 
 
(Z)-β,γ-Unsaturated ester Ser(dimethyl acetal)-Gly EADI 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.68 (br, 1H), 5.62 (d, 1H, J= 8.0 Hz), 4.51 (br, 1H), 4.02 (dd, 
1H, J=9.0, 6.0 Hz), 3.68 (d, 1H, J= 3.0 Hz), 3.67 (s, 3H), 3.24 (br, 2H), 1.60 (s, 6H), 1.50 (s, 6H), 1.43 
(s, 9H). 
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General procedure for methyl ester hydrolysis (5,9) 
 
 
To a solution of unconjugated methyl ester 4 (3.0 g, 7.67 mmol) in THF (105 mL) was added LiOH 
(735 mg, 30.7 mmol) in water (32 mL). The reaction was then stirred overnight at rt. The THF was 
evaporated under reduced pressure, then NaHCO3 1M and H2O were added to the reaction, which was 
washed twice with ethyl ether (75 mL). The aqueous layer was acidified with HCl 1N until a pH of 2 
was reached, before being extracted with ethyl ether (3 X 150 mL). The organic layers were combined, 
dried with MgSO4, filtered and evaporated under reduced pressure to afford title compound as a beige 
resin (2.8g, 96%). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.05 (2H, d, J=8.5 Hz), 6.90 (2H, d, J=8.5 Hz), 5.74-5.52 (2H, 
m), 4.43-4.28 (1H, br), 3.09 (2H, d, J=5.5 Hz), 2.78 (2H, d, J=6.5 Hz), 1.39 (9H, s), 1.33 (9H, s). 13C 
NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 176.5, 153.8, 134.2, 132.4, 129.9, 124.1, 122.1, 78.3, 54.5, 52.8, 40.9, 
37.4, 28.8, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3332, 2981, 1711, 1506, 1167. MS (m/e, rel intensity) 378 (MH+, 
3), 322 (15), 266 (18), 214 (80), 158 (100). Exact mass : calculated for C21H31N1O5: 377.2202, found: 
377.2193. []20D +9.23 (c=1.80, CHCl3) 
 
Carboxylic acid 9 
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.03 (d, 2H, J=6.5 Hz), 6.88 (d, 2H, J=6.5 Hz), 5.47 (br, 1H), 
4.21 (br, 1H), 3.06 (d, 2H, J=7.0 Hz), 2.85-2.78 (m, 1H), 2.70 (dd, 1H, J=14.0, 8.0 Hz), 1.35 (s, 9H), 
1.31 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 176.7, 153.7, 138.7, 132.7, 129.6, 124.1, 116.9, 
78.3, 57.9, 39.4, 33.2, 28.8, 28.3, 14.2. IR (NaCl)  (cm-1) 3324, 2978, 2949, 1708, 1505, 1162. MS 
(m/e, rel intensity) 391 (M
+
, 3), 228 (91), 172 (100). Exact mass : calculated for C22H33N1O5: 
391.2359, found: 391.2365. []20D -12.60 (c=1.29, CHCl3) 
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600 Mhz 
1
H NMR of Carboxylic acid 9 
 
 384 
600 Mhz NOESY spectrum of Carboxylic acid 9 
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Methyl ester (6) 
 
n-BuLi (0.51 mL, 1.6 M in hexanes, 0.822 mmol) was slowly added to DiPA (0.13 mL, 0.959 mmol) at 
-20 
o
C  under an Ar atmosphere, and the mixture was stirred for 30 min at -20 
o
C. The reaction was 
cooled to a temperature of -80 
o
C, and anh THF (1 mL) was added, then the ester 2 (100 mg, 0.274 
mmol), dissolved in anh THF (1.5 mL), was added over a 10 min period. The reaction mixture was 
stirred for 30 min at -80 
o
C, then Methyl Iodide (0.17 mL, 2.74 mmol) was added and the reaction was 
stirred again for 4h. The reaction was quenched rapidly with HCl 1N (5 mL).When the mixture was at 
rt, a saturated solution of NH4Cl was added (10 mL), then brine, and the mixture was extracted with 
ethyl ether (4 x 5 mL). The organic layers were combined, dried with MgSO4, filtered, evaporated 
under reduced pressure and purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and 
hexanes (from 1:9 to 3:17) to afford the title compound as a yellowish oil (61.0 mg, 58%).
 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.1 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 6.93 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 5.38 (d, 1H, 
J=9.5), 3.95 (br, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.84 (dd, 1H, J= 14.0, 7.0 Hz), 2.73-2.64 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.36 
(s, 9H), 1.25 (d, 6H, J= 7.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 175.8, 155.7, 153.8, 132.8, 
129.6, 124.1, 79.0, 78.2, 54.3, 51.6, 41.1, 39.5, 28.8, 28.3, 15.1. IR (NaCl)  (cm-1) 3432, 2980, 1733, 
1503, 1365, 1241. MS (m/e, rel intensity) 379 (M
+
, 4), 216 (79), 116 (100). Exact mass : calculated for 
C21H33N1O5: 379.2359, found: 379.2350. []
20
D -8.42 (c=1.75, CHCl3) 
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ANNEXE 4 : PARTIE EXPÉRIMENTALE ET SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE 
NUCLÉAIRE DES PROTONS POUR CHAPITRE 3 (COMPOSÉS C1-C17) 
 387 
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Chemistry 
For SPPS commercial grade reagents were used without further purification. When necessary, all 
solvents were purified and dried prior to use. Optical rotation measurements were made on a Perkin 
Elmer 241 Polarimeter and are quoted in units of 10
-1
 deg cm
2
 g
-1
. Infrared spectra were recorded on 
either a Perkin Elmer Spectrum 1600 FTIR. 
1
H and 
13
C NMR spectra were recorded in deuterated 
solvents on either a Bruker AC 300 NMR . The 
1
H and 
13
C NMR chemical shifts are reported in ppm 
(parts per million). The residual solvent peaks have been used as an internal reference. All coupling 
constants (J) are in Hertz. The abbreviations for the peak multiplicities are as follows: s (singlet), d 
(doublet), dd (doublet of doublets), t (triplet), q (quartet), qt (quintet), m (multiplet) and br (broad). 
Mass spectrums were recorded on a VG Micromass ZAB-2F.or on a MALDI-Tof or on a ESI-Q-Tof 
(Maxis). HPLC preparative purification was done on a VYDAC 218TP C18 column. 
 
General method for all peptide synthesis on solid support (Fmoc methodology)
1
. The resins were 
washed using DMF (3x), iPrOH (3x) and DCM (3x), unless stated otherwise. These washing were made 
after every loading, benzyl protection, coupling and Fmoc deprotection. Loading of the resin
2
: The 
Wang resin (1 g, 0.7 mmol/g factory loading) was placed in a sintered glass peptide synthesis vessel. 
(Other resins were used were mentioned) The 2 equivalents of the first amino acid, 2 equivalents of 2,6-
dichlorobenzoylchloride and 4 equivalents of pyridine were added to the resin. The suspension was 
agitated in a shaker for 16 h. The resin was then washed. All loadings were quantified by UV 
quantitation of Fmoc release: An aliquot (10 mg) of resin was dried under vacuum; a piperidine (1 mL) 
and DMF (1 mL) solution was added and the suspension was agitated in a shaker for 30 min; a portion 
of the solution (0.5 mL) was diluted in DCM (4.5 mL) and was read with a UV spectrometer. Loading 
of the resin (mmol/g) = (Absorbance 301nm x 10
3
 x 20) / (7800 x weight of the aliquot). The loadings 
obtained for each resins are mentioned. After the initial loading
3
, the remaining free sites were protected 
using equal amounts of benzoyl chloride and pyridine (0.3 mL / g of resin) in DMF; the solution was 
agitated in a shaker for 3 h. For all Fmoc deprotections the resin was treated with 50 % piperidine in 
DMF and the suspension was agitated in a shaker for 20 min. All three couplings were performed using 
3 equivalents of protected amino acid and HBTU; with 6 equivalents of NMM in a minimum volume of 
DMF and the suspension was agitated in a shaker. All couplings procedures were stopped after 16 h or 
after the Kaiser‟s test result was negative. The first coupling was done with Fmoc-Leu-OH, the second 
with Fmoc-Phe-OH, the third and fourth with Fmoc-Gly-OH and the fifth with Fmoc-Tyr(tBu)-OH. 
The amount of modified amino acid (replacing the previously stated amino acids) used in coupling for 
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each peptide is mentioned. For all modified amino acids containing a triazol group the coupling was 
done using 5eq of modified amino acid, 5eq of DIC and 5eq of HOBt in DMF and DCM (1:1). All the 
final peptides were cleaved from their resin in a glass vial and the suspension was stirred for 1 h 30 min 
with a magnetic stirrer. All cleavage solution were done with 95 % TFA, 2.5 % H2O, 2.5 % TIPS. For 
each grams resin, 3 mL of cleavage solution were used. After cleavage, the mixtures were filtered on 
cotton and dropped in a large amount of water (20 mL). The remaining solvents were concentrated 
under vacuum and the aqueous solution was frozen and lyophilized. Purification and purity 
requirements: All crude peptides were purified using preparative reverse-phase HPLC, detecting at 280 
nm, with a VYDAC 218TP C18 column and using ACN gradient in a 0.1 % TFA aq solution (from 1:9 
to 2:3), with a flow rate of 5 mL/min over 1h. The purity of all fractions was analyzed using an agilent 
1100 series analytical HPLC, detecting at 214, 254 and 275 nm, with a Agilent Eclipse Plus 1.8 µm 3.0 
x 50 mm C18 column using ACN gradient in a 0.1% TFA aq solution (from 0:1 to 1:0) over 40 min, 
with a flow rate of 1ml/min. The fractions witch purities were 95% or higher were combined, frozen 
and lyophilized. 
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Procedure for azide synthesis : Azide (1)
4
 
Sodium azide (2.65g, 41.1mmol) was dissolved in water (7mL) and DCM (10mL). This solution was 
stirred for 20 min at 0
o
C. Triflic anhydride (1.35mL, 8.00mmol) was added slowly during 5 min and the 
solution was stirred for 2h at 0
o
C. The two phases of the mixture were separated and the aqueous phase 
was extracted with DCM (2 x 5mL). All the organic phases were pooled together and washed with a 
saturated CaCO3 solution (10mL). Glycine (300mg, 4.00mmol), K2CO3 (829mg, 6.00mmol) and 
pentahydrated copper sulfate where dissolved together in water (13mL) and MeOH (25mL). The 
previously prepared organic mixture (N3OTf solution) was added to the aqueous solution. The reaction 
was stirred at rt for 16h. The organic solvents were evaporated and the crude mixture was dissolved 
with water (60mL). Concentrated HCl was added to reach pH 6 and a phosphate buffer (60mL, 250mM, 
pH 6.2) was added subsequently. The aqueous phase was washed using EtOAc (4 x 30mL). Afterwards, 
the aqueous phase was acidified concentrated HCl until pH 2 was reached and extracted with EtOAc (3 
x 30mL). The combined organic phases were dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The title 
product was obtained as a colorless oil (360mg, 89%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 10.82 (br, 1H), 3.98 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 173.5, 50.1. IR (NaCl)  (cm-1) 3621-2681, 3192, 2105, 1730. LRMS (m/z, relative intensity) 
101 (M
+
, 100), 102 (8). HRMS calculated for C2H3N3O2: 101.0225, found: 101.0230. 
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Azide (2) 
A white solid (756 mg, 98%) was obtained using the same procedure with phenylalanine (660mg, 
4.00mmoles) as starting material. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.80 (br, 1H, 7.39-7.25 (m, 5H), 4.17 (dd, 1H, J = 5.0 and 9.0 
Hz), 3.25 (dd, 1H, J = 5.0 and 14.0 Hz), 3.04 (dd, 1H, J = 9.0 and 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 175.9, 135.6, 129.23, 128.8, 127.5, 63.2, 37.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3479-2378, 3027, 
2103, 1716. LRMS (m/z, relative intensity) 191 (M
+
, 1), 148 (8),118 (27), 91 (100). HRMS calculated 
for C9H9N3O2: 191.0695, found: 191.0703. []D
20
 -68.5 (c = 1.43, CHCl3) 
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Azide (3) 
A colorless oil (2.67g, 64%) was obtained using the same procedure with leucine (3.50g, 26.6mmoles) 
as starting material. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 3.87 (dd, 1H, J = 5.0 and 8.0 Hz), 1.83-1.69 (m, 3H), 0.98 (t, 6H, 
J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 177.1, 59.9, 39.6, 24.8, 22.4, 21.1. IR (NaCl)  (cm-
1) 2966, 2109, 1719, 1267. LRMS (m/z, relative intensity) 158 (MH
+
, 12), 130 (35), 114 (36), 84 (100). 
HRMS calculated for C6H12N3O2: 158.0929, found: 158.0932. []D
20
 -12.70 (c = 2.22, CHCl3) 
 
 
 
 
 
 393 
Alkyne (4)  
NaH (18.0mg, 0.430mmol) was suspended in THF (1mL) under an argon atmosphere. Di-tBu-imino-
dicarboxylate (100mg, 0.460mmol) was dissolved in THF (1mL) and added to the suspension at 0
o
C. 
The resulting mixture was stirred for 15 min and 3-broMOPop-1-yne (0.077mL, 0.69mmol) was added. 
The reaction was allowed to reach rt and stirred for 16h. Brine (5mL) and water (15mL) were added and 
the mixture was extracted using Et2O (3 x 10mL). The organic phases were combined, dried (MgSO4) 
and concentrated under vacuum. The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel 
using Et2O and hexanes (1:9). The title compound was obtained as colorless oil (97.6 mg, 83%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.35 (d, 2H, J = 7.4 Hz), 2.18 (t, 1H, J = 2.5 Hz), 1.52 (s, 18H). 
13C NMR(75 MHz, CDCl3)  (ppm) 151.6, 83.1, 79.6, 70.5, 35.8, 28.0. IR (NaCl)  (cm-1) 3276, 
2980, 1727, 1368. LRMS (m/z, relative intensity) 256 (M
+
, 33), 200 (78), 161 (100). HRMS calculated 
for C13H22N1O4: 256.1549, found: 256.1550. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 394 
 Procedure for preparation of Bestmann’s reagent 5 
 
NaH (839 mg, 60% dans l‟huile, 21 mmol) was suspended in benzene (75mL) and THF anh. (12mL) at 
0
o
C. Dimethyl-2-oxopropyl phosphonate (3.3g, 20mmol) previously dissolved in benzene (15mL) was 
added to the suspention. The mixture was stired for 1 h at 0
o
C and 4-methylbenzenesulfonyl azide 
(4.13g, 21mmol) dissolved in benzene (15mL) was added. The reaction was stired at rt for 2 h and then 
filtred on celite. The solution was concentrated under vacuum. The crude mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:1). The title compound was obtained as 
yellow oil (3.78g, 98%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 3.85 (d, 6H, J= 12.0 Hz), 2.26 (s, 3H).  IR (NaCl)  (cm-1) 2960, 
2127, 1660. LRMS (70 eV) m/z : 192 [M]
+
. HRMS calculated for C5H9O4N2P [M]
+
 : 192.0300, found : 
192.0304. Rf = 0.07 (AcOEt/H 1:1). 
 
 
 
 
 395 
Boc-Tyr(tBu)-OMe 
Boc-Tyr(tBu)-OH (4.00g, 11.8mmol) and K2CO3 (2.40g, 17.8mmol) were dissolved in acetone (40mL). 
Methyl iodide (1.47mL, 23.6mmol) was added and the reaction was stirred for 16h at rt. The mixture 
was concentrated under vacuum and dissolved in EtOAc (50mL). The organic phase was washed with 
water (30mL) and with a saturated NaHCO3 solution (2 x 30mL). The organic phase was dried 
(MgSO4) and concentrated under vacuum. The title product was obtained as a white solid (4.08g, 98%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.00 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.96 (br, 1H), 
4.56 (br, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.04-2.99 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  
(ppm) 172.3, 155.0, 154.2, 130.9, 129.6, 124.0, 79.5, 78.1, 54.5, 51.9, 37.5, 28.7, 28.2. IR (NaCl)  
(cm-1)3435,  2975, 1715, 1502, 1368. LRMS (m/z, relative intensity) 351 (M
+
, 4), 296 (33), 178 (100), 
107 (19). HRMS calculated for C19H29N1O5: 351.2046, found: 351.2053. []D
20
 +43.80 (c = 1.50, 
CHCl3)  
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Procedure for : Alkyne (5) 
Boc-Phe-OMe (4.00g, 14.3mmol) was dissolved in anh DCM (60mL) under an Ar atmosphere. The 
solution was stirred at -90
o
C and DIBAL (32.9mL, 1M in hexanes, 32.9mmol) was added dropwise 
over 25 min so that temperature remained under -85 
o
C. The reaction was stirred for 20 min, then 
quenched slowly afterwards with MeOH (10mL). The mixture was adsorbed on silica gel and purified 
by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (3:7). The isolated aldehyde (2.45g, 
9.83mmol) was immediately dissolved in DCM (100 mL) and Bestman reagent (4.12g, 21.4mmol) 
were dissolved in MeOH at 0 
o
C. K2CO3 (4.00g, 28.6mmol) was added all at once. The reaction was 
allowed to warm to rt and stirred for 16 h. The solution was concentrated under vacuum and dissolved 
in EtOAc (100mL). The organic phase was washed using a NaHCO3 saturated solution (2 x 50mL) and 
brine (50mL). The organic phase was dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The crude oil 
was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (1:9) to afford the 
title compound as a white solid (2.22g, 63%).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3 )  (ppm) 7.34-7.26 (m, 5H), 4.68 (br, 2H), 2.98-2.94 (m, 2H), 2.27 (s, 
1H), 1.42 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 154.6, 136.4, 129.8, 128.3, 126.9, 82.9, 79.9, 
72.3, 43.9, 41.8, 28.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3448, 3309, 2971, 1707, 1489, 1159. LRMS (m/e, rel 
intensity) 246 (MH
+
, 14), 207 (42), 190 (93), 145 (100), 128 (63). HRMS : calculated for C15H20N1O2: 
246.1494, found: 246.1500. []20D -6.39 (c = 2.08, CHCl3) 
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Alkyne (6) 
A colorless oil (2.16g, 80%) was obtained using the same procedure with Boc-Tyr(tBu)-OMe (3.10g, 
8.54mmoles) as starting material.. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.14 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.92 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.67 (br, 1H), 
2.93-2.89 (m, 2H), 2.27 (s, 1H), 1.42 (s, 9H), 1.33 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 154.6, 
154.2, 131.2, 130.1, 123.9, 82.9, 79.9, 78.3, 72.0, 43.8, 41.1, 28.9, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3443, 
3305, 2975, 1715, 1489, 1159. LRMS (m/z, relative intensity) 317 (M
+
, 11), 279 (32), 205 (100), 161 
(78). HRMS calculated for C19H27N1O3: 317.1991, found: 317.1994. []D
20
 -0.44 (c = 3.18, CHCl3)  
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Procedure for Click reaction: Boc protected triazol (7)
6
  
Azide 1 (333mg, 3.28mmoles) and alkyne 6 (1.04g, 3.28mmoles) were dissolved in MeCN (30mL) 
under an argon atmosphere. Diisopropylethylamine (1.14mL, 6.56mmol) and 2,6 lutidine (0.760mL, 
6.56mmol) were added to the mixture. Copper Iodide (62.0mg, 0.328mmol), previously dried in the 
oven at 60
o
C, was added and the reaction was stirred at rt under an atmosphere for 16h. The mixture 
was concentrated under vacuum and the crude mixture was dissolved in EtOAc (100mL). The organic 
phase was washed with 1N HCl (3 x 75mL), dried (MgSO4) and concentrated under vacuum. The crude 
oil was purified by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc, hexanes  and AcOH 
(60:39:1) to afford the title compound as a white solid (1.27g, 93%). 
1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.76 (s, 1H), 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.85 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
5.20 (s, 2H), 4.98-4.94 (m, 1H), 3.17 (dd, 1H, J = 6.0 and 13.5 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 9.0 and 13.5 Hz), 
1.33 (s, 9H), 1.27 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 168.7, 155.6, 153.6, 148.1, 132.2, 
129.9, 124.1, 123.4, 79.8, 78.5, 51.0, 48.4, 40.9, 28.7, 28.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3049, 2979, 1707, 
1410, 1355. LRMS (m/z, relative intensity) 191 (M
+
, 1), 148 (8),118 (27), 91 (100). HRMS calculated 
for C21H31N4O5: 419.2294, found: 419.2302. []D
20
 -1.19 (c = 2.86, CHCl3) 
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Boc protected triazol (8) 
A white solid (2.43g, 100%) was obtained using the same procedure with alkyne 4 (1.80g, 6.92mmol) 
and azide 1 (700mg, 6.92mmol) as starting material. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 9.51 (br, 1H), 7.71 (s, 1H), 5.15 (s, 2H), 4.91 (s, 2H), 1.45 (s, 
18H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 168.2, 152.3, 145.3, 124.0, 83.2, 51.0, 41.5, 28.0. IR 
(NaCl)  (cm-1) 2979, 2930, 1748, 1366. LRMS (m/z, relative intensity) 413 (MH+, 24), 257 (100), 201 
(67). HRMS calculated for C15H25N4O6: 357.1774, found: 357.1769. 
 
 
 
 
 
 400 
Boc protected triazol (9) 
A white solid (1.26 g, 84%) was obtained using the same procedure with alkyne 4 (860mg, 
3.37mmoles) and azide 2 (645mg, 3.34mmoles) as starting material. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.67 (s, 1H), 7.25-7.18 (m, 3H), 7.01 (dd, 2H, J = 4.0 and 7.5 
Hz), 5.58 (dd, 1H, J = 6.0 and 9.0 Hz), 4.88 (s, 2H), 3.55 (dd, 1H, J = 6.0 and 14.0 Hz), 3.44 (dd, 1H, J 
= 9.0 and 14.0 Hz), 1.42 (s, 18H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 169.9, 152.2, 145.1, 134.8, 
128.8, 128.7, 127.5, 122.6, 83.3, 64.0, 41.8, 38.7, 28.0. IR (NaCl)  (cm-1) 3507-2397, 2984, 1744. 
LRMS (m/z, relative intensity) 447 (MH
+
, 4), 403 (100), 347 (80). HRMS calculated for C22H31N4O6: 
447.2243, found: 447.2236. []D
20
 -39.3 (c = 1.26, CHCl3) 
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Boc protected triazol (10) 
A white solid (1.45g, 88%) was obtained using the same procedure with alkyne 5 (1.00g, 4.08mmoles) 
and azide 3 (644mg, 4.08mmoles) as starting material. 
 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.28-7.16 (m, 5H), 7.06-7.01 (m, 1H), 5.59-5.33 (m, 1H), 5.26-
5.09 (m, 1H), 3.35-2.97 (m, 2H), 2.05-1.89 (m, 2H), 1.36 (m, 9H), 1.27-1.17 (m, 1H), 0.97-0.89 (m, 
6H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 172.3, 171.8, 147.4, 136.9, 129.7, 129.5, 128.2, 126.5, 
125.7, 121.5, 120.6, 61.3, 50.2, 48.4, 28.1, 24.6, 22.7, 21.2. IR (NaCl)  (cm-1) 2975, 1715, 1489, 
1046. LRMS (m/z, relative intensity) 403 (MH
+
, 100), 347 (61), 311 (63), 211 (84). HRMS calculated 
for C21H31N4O4: 403.2345, found: 403.2354. []D
20
 -7.49 (c = 1.42, CHCl3) 
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Fmoc protected triazol (11) 
Triazol 8 (1.00g, 2.80mmol) was dissolved in DCM (12mL) and TFA (4mL). The reaction was stirred 
at rt for 2 h. The mixture was concentrated under vacuum, dissolved in toluene (30mL) and evaporated 
under vacuum for 3 times. The salt obtained was dissolved in water (25mL) and NaHCO3 (940mg, 
11.2mmol) was added. 9-Fluorenylmethyl chloroformate (724mg, 2.80mmol) was dissolved in THF 
(10mL) and added to the solution at 0°C. The reaction was stirred for 16 h at rt. The solvent was 
removed under vacuum. The crude mixture was diluted with water (200mL) then acidified with 
concentrated HCl until 3 and extracted with EtOAc (4 x 60mL). The combined organic phases were 
dried (MgSO4). The crude oil was purified by flash chromatography on silica gel eluting with MeOH, 
DCM and AcOH (8:91:1) to afford the title compound as a white solid (1.01 g, 95%). 
1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.78 (s, 1H), 7.77 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.61 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 
7.36 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.27 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 5.21 (s, 2H), 4.36 (s, 1H), 4.34 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 
4.17 (t, 1H, J = 6.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 168.4, 157.4, 145.6, 143.8, 141.2, 
127.3, 126.7, 124.7, 124.1, 119.5, 66.4, 50.2, 35.6. IR (NaCl)  (cm-1) 3313, 2949, 1709, 1446. LRMS 
(m/z, relative intensity) 379 (MH
+
, 5), 179 (100), 157 (91). HRMS calculated for C20H19N4O4: 
379.1406, found: 379.1413. 
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Fmoc protected triazol (12) 
A white solid (869 mg, 83%) was obtained using the same procedure with triazol 9 (1.00g, 
2.24mmoles) as starting material. 
1H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 7.77 (d, 3H, J = 7.0 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 7.36 (t, 2H, J 
= 7.5 Hz), 7.27 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.10-7.00 (m, 5H), 5.68-5.59 (m, 1H), 4.33 (s, 1H), 4.29 (d, 2H, J = 
6.0 Hz), 4.16 (t, 1H, J = 6.0 Hz), 3.65-3.57 (m, 1H), 3.49-3.38 (m, 1H). 13C NMR (75 MHz, CD3OD)  
(ppm) 169.6, 157.3, 145.2, 143.9, 141.2, 135.7, 128.6, 128.5, 128.1, 127.4, 126.7, 126.6, 124.8, 119.5, 
66.4, 64.18, 46.7, 37.4, 35.5. IR (NaCl)  (cm-1) 3326, 2920, 1716, 1447. LRMS (m/z, relative 
intensity) 469 (MH
+
, 6), 247 (82), 178 (100). HRMS calculated for C27H25N4O4: 469.1876, found: 
469.1868. []D
20
 -55.3 (c = 0.38, CH3OH) 
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Fmoc protected triazol (13) 
A white solid (1.00g, 59%) was obtained using the same procedure with triazol 10 (1.35g, 3.35mmoles) 
as starting material. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 7.73 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.52 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 7.37 (t, 2H, J = 
7.5 Hz), 7.25 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 7.20-7.06 (m, 3H), 7.02-6.98 (m, 2H), 5.35 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 5.18-
5.05 (m, 1H), 4.45-4.29 (m, 1H), 4.24-4.11 (m, 2H), 3.24 (dd, 1H, J = 7.0 and 16.5 Hz), 3.11-2.96 (m, 
1H), 2.03-1.84 (m, 2H), 1.25-1.15 (m, 1H), 0.85 (dd, 6H, J = 6.5 and 12.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 171.9, 156.7, 147.3, 143.8, 141.3, 136.9, 129.5, 127.8, 127.1, 126.8, 125.3, 124.9, 
121.7, 120.0, 67.1, 61.9, 48.9, 47.1, 41.7, 41.0, 24.6, 22.7, 21.1. IR (NaCl)  (cm-1) 2970, 2895, 1715, 
1045. LRMS (m/z, relative intensity) 547 (MNa
+
, 97), 335 (43), 301 (48), 249 (100). HRMS calculated 
for C31H32N4O4: 547.2321, found: 547.2309. []D
20
 -5.77 (c = 1.75, CHCl3) 
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Analog (14) 
1.00g of Tentagel S PHB resin with a loading of 0.250mmol/g was used. Boc protected triazol 7 
(523mg, 1.25mmol) was coupled using DIC (0.193mL, 1.25mmol) and HOBt (169mg, 1.25mmol). A 
white solid (41.4mg, 29%) was obtained. 
1H RMN (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.38 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 8.13-8.08 (m, 1H), 7.83 (d, 1H, J = 3.0 
Hz), 7.23-7.14 (m, 5H), 6.97 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.67 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.17-5.14 (m, 1H), 4.70-4.63 
(m, 2H), 4.42-4.38 (m, 1H), 3.83 (qd, 2H, J = 3.0 and 11.0 Hz), 3.21-3.13 (m, 3H), 2.85 (dd, 1H, J = 9.0 
and 14.0 Hz), 1.65-1.58 (m, 3H), 0.90 (dd, 6H, J = 6.0 et 12.0 Hz). 13C RMN (75 MHz, CD3OD)  
(ppm) 172.1, 169.3, 143.0, 136.8, 131.7, 130.3, 130.1, 128.9, 128.0, 126.3, 125.4, 124.9, 115.2, 54.2, 
51.4, 50.7, 41.8, 40.1, 38.2, 37.5, 24.5, 21.9, 20.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3574-2741, 2959, 1658, 1545. 
LRMS (m/z, relative intensity) 580 (MH
+
, 100), 563 (22), 288 (27), 158 (38). HRMS calculated for 
C29H38N7O6: 580.2883, found: 580.2887. []D
20
 -5.45 (c = 0.49, CH3OH) 
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Analog (15) 
Obtained using Wang resin (320 mg, subs. 0.5 mmol/g). Fmoc protected triazol 11 (302mg, 
0.800mmol) was coupled using DIC (0.124mL, 0.800mmol) and HOBt (108mg, 0.800mmol). A white 
solid (110mg, 100%) was obtained. 
RMN 1H (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.49 (br, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.25-7.16 (m, 5H), 7.00 (d, 2H, J = 
8.5 Hz), 6.69 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.09-4.91 (m, 3H), 4.48-4.36 (m, 3H),  3.90 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 3.01-
2.83 (m, 4H), 1.63-1.57 (m, 3H), 0.89 (dd, 6H, J = 6.0 and 11.5 Hz). RMN 13C (75 MHz, CD3OD)  
(ppm) 174.2, 172.0, 168.0, 166.1, 156.8, 136.7, 130.1, 128.9, 128.1, 126.4, 124.6, 124.3, 115.4, 54.5, 
51.4, 50.7, 40.1, 37.5, 36.4, 34.0, 24.5, 21.9, 20.4. IR (NaCl)  (cm-1) 3591-2723, 2958, 1664, 1462. 
MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 580 (MH
+
, 100). []D
20
 +16.1 (c = 1.06, CH3OH) 
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Analog (16) 
Obtained using Wang resin (320 mg, subs. 0.5 mmol/g). Fmoc protected triazol 12 (374 mg, 0.800 
mmol) was coupled using DIC (0.124mL, 0.800mmol) and HOBt (108mg, 0.800mmol). A white solid 
(90.1 mg, 97%) was obtained. 
RMN 1H (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.07 (s, 1H), 7.20-7.12 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.75 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.62 (dd, 1H, J = 5.5 and 10.0 Hz), 4.41 (s, 2H), 4.36 (dd, 1H, J = 6.0 and 8.5 Hz),  
4.00 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 3.96 (d, 1H, J = 16.0 Hz), 3.73 (d, 1H, J = 16.0 Hz), 3.49 (dd, 1H, J = 8.5 and 
14.0 Hz), 3.39-3.35 (m, 1H), 3.12 (dd, 1H, J = 6.5 and 14.0 Hz), 2.94 (dd, 1H, J = 6.5 and 14.0 Hz), 
1.67-1.75 (m, 3H), 0.85 (dd, 6H, J = 6.0 and 22.5 Hz). RMN 13C (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 173.8, 
169.6, 169.0, 168.4, 156.8, 144.3, 135.4, 130.1, 128.6, 128.2, 126.8, 124.6, 122.4, 115.4, 64.6, 54.7, 
51.0, 41.9, 40.0, 38.0, 36.3, 34.2, 24.6, 21.8, 20.3. IR (NaCl)  (cm-1) 3604-2723, 3074, 2965, 1667. 
MALDI-TOF (m/e, rel intensity) 578 (MH
+
, 100). []D
20
 +4.29 (c = 1.01, CH3OH) 
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Analog (17)  
Obtained using Wang resin (750 mg, subs. 0.43 mmol/g (obtained loading)). Fmoc protected triazol 13 
(535mg, 1.05mmol) was coupled used in the loading step. A white solid (35.1mg, 19%) was obtained. 
1H RMN (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 8.43-8.37 (m, 1H), 7.84-7.76 (m, 2H), 7.20-7.08 (m, 7H), 6.75 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.47-5.32 (m, 3H), 4.06-3.74 (m, 6H), 3.26-3.12 (m, 3H), 2.94-2.86 (m, 1H), 2.16-
1.87 (m, 2H), 1.18-1.02 (m, 1H), 0.90-0.80 (m, 6H). 13C RMN (75 MHz, CD3OD)  (ppm) 170.6, 
170.2, 169.5, 156.9, 137.4, 130.1, 129.0, 127.9, 126.2, 124.5, 122.6, 122.3, 115.4, 61.2, 54.7, 53.4, 
42.4, 41.9, 40.1, 40.1, 36.3, 24.3, 21.7, 19.7. IR (NaCl)  (cm-1) 3508-2811, 2965, 1639, 1536. LRMS 
(m/z, relative intensity) 580 (MH
+
, 100), 417 (11), 288 (33), 108 (27). HRMS calculated for 
C29H38N7O6: 580.2883, found: 580.2863. []D
20
 +13.76 (c = 0.53, CH3OH) 
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ANNEXE 5 : SYNTHÈSE DE SB-235863, UN AGONISTE SÉLECTIF DOP DE TYPE 
MORPHINIQUE. 
 411 
Dans un cadre du projet en collaboration avec le professeur Louis Gendron, nous avons été amenés à 
synthétiser le SB-235868. Ce composé a été démontré comme un agoniste sélectif DOP qui n‟induit pas 
de tolérance aux opioïdes. Dans le cadre de leur recherche sur DOP, l‟équipe Gendron, plus 
particulièrement Hélène Beaudry, avait besoin de ce composé pour illustrer le potentiel de la thérapie 
aux agonistes DOP avec un composé actif de façon orale. La majorité de leurs travaux sur DOP a été 
effectuée avec la deltorphine II injectée de façon intrathécale.  
 
 
 
Synthèse du SB-235863. 
 
Le composé SB235863 n‟étant pas disponible commercialement, il a fallu le synthétiser à partir de la 
codéine. Cela s'est effectué à l‟aide de protocoles déjà établis et référés à la fin de l‟annexe 5. La 
codéine a été hydrogénée pour donner la 7,8-dihydrocodéine qui a été oxydée pour fournir 
l‟hydrocodone. L‟hydrazone nécessaire pour effectuer la dernière étape a été synthétisée à partir de 
l‟acétatoacétate d‟isobutyle. Finalement, dans une réaction de synthèse de pyrrole avec l‟hydrocodone 
et l‟hydrazone, le SB-235863 a été obtenu. Plusieurs impuretés ont été produites à la dernière étape. Les 
deux chromatographies nécessaires pour obtenir une pureté acceptable ont fait chuter le rendement. 
Après l‟obtention du produit pur, les résultats des tests physiologiques ont été publiés dans : Beaudry, 
H.; Proteau-Gagné, A.; Li, S.; Dory, Y.; Chavkin, C.; Gendron, L. Neuroscience 2009, 161, 381-391. 
Bien que ce produit soit un agoniste DOP actif de façon orale, son potentiel analgésique restreint 
n‟encourage pas le développement d‟une thérapie chez l‟humain avec ce composé. Les protocoles 
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expérimentaux pour la synthèse du SB-235863 ont été inclus dans le matériel supplémentaire de 
l‟article. Ils sont décrits ci-dessous. 
 
 Protocol for the synthesis of SB-235863  
SB-235863 was synthesized as follow:  
1- Preparation of 7,8-dihydrocodeine  
 
 
 
A solution of codeine phosphate (9.91g, 24.4mmol; Medisca Pharmaceutique, Ville St- Laurent, QC, 
Canada) in 1M aq NaOH (700ml) was extracted with diethyl ether (4 200ml). The combined organic 
extract was dried (MgSO4) and evaporated under vacuum. The residue was dissolved in EtOAc 
(100ml) then added to a suspension of 10% palladium on charcoal (600mg, 0.51mmol) in EtOAc 
(10ml) in a 500ml Parr hydrogenator jar. The mixture was vigorously shaken at room temperature on a 
Parr reactor at a hydrogen pressure of 37 psi for 3h. The reaction mixture was filtered through Celite 
and the charcoal residue washed with EtOAc (2 10ml). The solvent was removed under reduced 
pressure to give the title product as a white solid (5.36, 89%).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 7.00 (d, 1H, J=8.0Hz), 6.62 (d, 1H, J=8.0Hz), 4.59 (d, 1H, 
J=5.0Hz), 4.05-4.00 (m, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.08-3.05 (m, 1H), 3.00 (d, 1H, J=18.0Hz), 2.39 (s, 3H), 
2.52-1.09 (m, 11H). 
13
C NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 146.2, 141.6, 130.1, 126.6, 119.1, 113.17, 
90.4, 67.0, 59.8, 56.3, 46.8, 42.8, 42.0, 40.3, 37.1, 27.1, 20.1, 19.0. IR (KBr) (cm-1) 3510-3000 (br), 
2936, 1605, 1502. MS (m/e, rel intensity) : 301 (M+, 100), 244 (12), 164 (10). Exact mass : calculated 
for C18H23N1O3: 301.1678, found: 301.1684 [α]20D −144.0 (c=2.41, MeOH)  
 
 
 
 
 
 
 413 
2- Preparation of Hydrocodone  
 
 
 
A solution of 7,8-dihydrocodeine (4.78g, 15.8mmol) and benzophenone (30.0g, 164mmol) in benzene 
(150ml) was slowly added with a canula to a solution of KOtBu (10.3g, 91.9mmol) in dry benzene 
(50ml) under Ar atmosphere. The resulting mixture was stirred under refluxed for 16h, it was left to 
cool on ice before 3N aq HCl (200ml) was added. The organic phase was extracted with 3N aq HCl (2 
200ml,). All the aqueous phases were collected together and washed with Et2O (2 200ml). 20% (w/w) 
aq NaOH was added to the aqueous phase until pH 11 was reached. The resulting mixture was extracted 
with EtOAc (3 300 ml). The combined organic phases were dried (MgSO4), all solvents were 
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by flash chromatography on silica 
gel using MeOH, 14M aq NH4OH and CH2Cl2 (5:1:94). The title product was obtained as a white 
solid (4.30g, 90%).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 6.70 (d, 1H, J=8.0Hz), 6.63 (d, 1H, J= 8.0Hz), 4.65 (s, 1H), 3.90 
(s, 3H), 3.19-3.16 (m, 1H), 3.02 (d, 1H, J=18.5Hz), 2.42 (s, 3H), 2.59- 2.01 (m, 7H), 1.87-1.78 (m, 2H), 
1.29-1.23 (m, 1H). 
13
C NMR (300 MHz, CDCl3) 3 (ppm) 145.4, 142.8, 127.2, 126.1, 119.9, 119.8, 
114.5, 114.4, 91.4, 91.2, 59.2, 56.7, 46.8, 42.8, 42.5, 40.2, 35.4, 25.5, 20.0. IR (KBr) (cm-1) 2920, 
2829, 1731, 1506. MS (m/e, rel intensity) : 299 (M+, 100), 242 (38), 214 (15). Exact mass : calculated 
for C18H21N1O3 229.1521, found: 299.1526. [α]20D −137.4 (c=2.98, MeOH)  
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3- Preparation of Isobutyl, 2,3-dioxobutanoate 2-phenyl hydrazone  
 
 
 
An ice cold solution of NaNO2 (6.54g, 94.8mmol) in H2O (15ml) was added to another solution of 
PhNH2 (8.82g, 94.8mmol) in H2O (60ml), 12N aq HCl (30ml) and ice (30ml). The reaction mixture 
was stirred at 0oC for 5min. NaOAc, 3·H2O (38.7g, 284mmol) then H2O with ice (500ml) were 
successively added to a solution of isobutyl acetoacetate (15.0g, 94.8mmol) in EtOH (75ml). The 
former solution containing the diazonium salt was finally quickly added. The mixture was stirred at 0oC 
for 3h. The EtOH was evaporated under vacuum and the solution was extracted with CH2Cl2 (3 200 
ml). The combined organic phases were dried (MgSO4) and evaporated under vacuum. The crude 
product was purified by flash chromatography on silica gel using Et2O and hexane (1:19) as eluting 
solvent to yield the title compound as a yellow crystalline solid (16.9g, 68%).  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 12.75 (s, 1H), 7.41-7.31 (m, 4H), 7.15 (t, 1H, J=7.0 Hz), 4.08 (d, 
2H, J=6.5 Hz), 2.49 (s, 3H), 2.08 (sept, 1H, J=6.5 Hz), 1.02 (d, 6H, 4 J=6.5 Hz). 
13
C NMR (300 MHz, 
CDCl3) (ppm) 194.3, 163.8, 141.7, 129.6, 127.1, 124.9, 115.5, 71.2, 27.7, 26.9, 19.1. IR (KBr) (cm-1) 
3213, 2963, 2878, 1682. MS (m/e, rel intensity) : 262 (M+, 100), 118 (97), 93 (64). Exact mass : 
calculated for C14H18N2O3: 262.1317, found: 262.1313.  
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4- Synthesis of SB-235863  
 
 
 
Zn dust (5.22g, 79.8mmol) was treated with 1N aq HCl (100ml), filtered, washed with H2O (3 100ml), 
EtOH (2 50ml) and Et2O (2 50ml), dried and crushed in a mortar. Anhydrous NaOAc (3.27g, 
39.9mmol) was added to a solution of hydrocodone (4.00g, 13.3mmol) and isobutyl 2,3-dioxobutanoate 
2-phenyl hydrazone (10.5g, 39.9mmol) in glacial AcOH (10ml). The reaction mixture was warmed up 
under Ar until the temperature hit 60oC. The Zn dust was added and the reaction was refluxed for 2h 
with continuous stirring. All solid salts were discarded by decantation and AcOH was co-evaporated 
using toluene (3 100ml). The residue was dissolved in H2O (300ml) and 14M aq NH4OH was added 
until pH 10 was reached. The aqueous phase was extracted with CH2Cl2 (4 200 ml). The organic 
phases were collected together, washed with brine, dried (MgSO4) and evaporated under vacuum. The 
rude product was purified by flash chromatography on silica gel using MeOH, 14M aq NH4OH and 
CH2Cl2 (2:1:97). The resulting still impure material was purified once more by flash chromatography 
on silica gel using MeOH and EtOAc (1:9) until all non polar impurities got out of the column; the 
eluting solvent was then switched to MeOH, 14M aq NH4OH and EtOAc (10:1:89). The white solid 
obtained was dissolved in Et2O (500ml) and HCl gas was bubbled through the stirred solution for 
15min. The resulting white precipitated was filtered and washed with Et2O to yield the desired product 
as a white powder (2.21 g, 35 %)  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 12.6 (s, 1H), 8.97 (d, 1H, J=45.0Hz), 6.77-6.72 (m, 2H), 5.53 (d, 
1H, J=5.0Hz), 4.03 (dd, 2H, J=1.0, 6.5Hz), 3.81 (s, 3H), 3.26-1.60 (m, 17H), 0.98 (d, 6H, J=6.5Hz). 
13
C NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 206.6, 161.5, 144.9, 144.1, 126.7, 126.4, 123.9, 121.9, 121.2, 
120.2, 119.4, 114.4, 84.1, 70.4, 61.4, 56.3, 47.5, 42.0, 41.5, 37.8, 32.9, 27.9, 21.4, 20.6, 19.2, 10.1. IR 
(KBr) (cm-1) 3268, 2932, 1743, 1670. MS (m/e, rel intensity) : 436 (M+, 100), 362 (12), 200 (16). 
Exact mass : calculated for C26H32N2O4: 436.2362, found: 436.2355. [α]20D −488.6 (c=1.57, MeOH)  
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